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RESUMO 
 
WILLE, Caroline Neugebauer. Potencial de bactérias isoladas de raízes de 
figueira e folhelhos pirobetuminosos no controle de Meloidogyne incognita em 
Ficus carica  cv. Roxo de Valinhos. 2013. 104f. Tese (Doutorado) - Programa de 
Pós-Graduação em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
A figueira (Ficus carica  L.), frutífera cultivada em todo mundo devido a sua 
capacidade de adaptação climática, é economicamente importante para o Brasil e 
para o Rio Grande do Sul principalmente no contexto da agricultura familiar. No 
entanto, pragas como o nematoide das galhas Meloidogyne incognita afetam 
seriamente a produção. Assim, o manejo fitossanitário de pomares de figueira 
infestados por essa espécie é indispensável para a cultura ser viabiliadade 
econômica, uma vez que a elevada ageressividade do parasita e a falta de 
tecnologias de manejo efetivas, dificultam o controle desse nematoide. Assim, a 
inserção do controle biológico no manejo integrado de M. incognita constitui-se como 
uma estratégia importante. Entre os biocontroladores, as rizobactérias apresentam 
grande potencial, pois podem atuar promovendo o crescimento vegetal e ou inibindo 
a ação parasítica dos fitonematoides sobre as plantas hospedeiras. Assim, os 
objetivos desse trabalho foram: 1) Isolar bactérias com potencial para o biocontrole 
de M. incognita a partir de raízes de figueira e de rochas de folhelhos 
pirobetuminosos; 2) Caracterizar os isolados mais promissores através de testes 
bioquímicos e sequenciamento de DNA; 3) Avaliar o desempenho dos isolados 
selecionados, sob duas formas de aplicação, no biocontrole de M. incognita em 
figueira cultivada em solo naturalmente infestado; e, 4) Avaliar a influência dos 
tratamentos bacterianos na nematofauna habitante do solo. Inicialmente, isolados 
obtidos de folhelhos pirobetuminosos e de raízes de figueira foram avaliados em 
ensaios in vitro quanto ao efeito sobre ovos e juvenis de segundo estágio de M. 
incognita, e, á produção de compostos relacionados ao controle biológico de 
nematoides. A partir dos resultados obtidos, 14 bactérias foram consideradas 
promissoras, produzindo pelo menos um composto relacionado ao biocontrole de 
fitonematoides, entre os cinco compostos testados (proteseases em gelatina e leite 
de Litmus, lípase, quitinase e amônia), e altos níveis de mortalidade (78-100%) ou 
inibição da eclosão (73-100%) dos juvenis de segundo estádio do nematoide. Os 
isolados promissores foram selecionadas para a condução de ensaios relacionados 
ao biocontrole do nematoide das galhas em figueira, in vivo. As bactérias 
selecionadas foram caracterizadas através de provas bioquímicas e sequenciamento 
de DNA, sendo a seguir, avaliadas quanto ao biocontrole e promoção de 
crescimento em dois ensaios conduzidos em casa de vegetação, avaliando-se 
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diferentes formas de aplicação dos antagonistas. No primeiro ensaio, 14 bactérias 
foram utilizadas para tratamento de mudas de figueira através de microbiolização 
das raízes, cujas plantas foram posteriormente  transplantadas para vasos com solo 
naturalmente infestado com M. incognita. Embora o nematoide das galhas tenha 
afetado o desenvolvimento das figueiras em todos os tratamentos, os isolados F25 
(Bacillus sp.), F78 (Streptomyces sp.), F76 (Streptomyces sp.), FB59 (Pseudomonas 
denitrificans) e FB34 (Arthrobacter oxydans) reduziram significativamente o fator de 
reprodução do nematoide das galhas (P<0,05) em 49, 46, 39, 28 e 26%, 
respectivamente em relação à testemunha inoculada e não microbiolizada. No 
segundo experimento, duas bactérias promissoras quanto ao potencial 
biocontrolador de M. incognita in vitro (F75 e F78), foram também avaliadas quanto 
à capacidade de supressão do nematoide e sobre o desenvolvimento das figueiras, 
pelo tratamento do solo com as respectivas suspensões bacterianas, 48h antes do 
plantio das mudas. Nesse experimento, os isolados F78 e F75 suprimiram em 43 e 
21% a reprodução de M. incognita, respectivamente, em relação à testemunha 
mantida em solo infestado e não microbiolizada. Contudo, a condução de trabalhos 
adicionais nesse patossitema possibilitaria a melhor compreensão dos mecanismos 
de atuação das bactérias testadas sobre a figueira e a inserção da técnica em um 
programa de manejo integrado do nematoide das galhas. 
 
Palavras-chave: controle biológico, rizobactérias, nematoide das galhas, figueira, 
biocaracterização.  
 
  
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
WILLE, Caroline Neugebauer. Potential of bacteria isolated from the roots of fig 
and shale rocks in the control of Meloidogyne incognita in Ficus carica  cv 
Roxo de Valinhos. 2013. 107f. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em 
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
The fig tree ( Ficus carica  L. ) fruit cultivated throughout the world due to its ability to 
adapt climate is economically important for Brazil and Rio Grande do Sul, mainly in 
the context of family farming . However, pests such as root-knot nematode 
Meloidogyne incognita seriously affect production. Thus, the control disease fig 
orchards infested by this species is vital to the culture Viability be economic, since 
the high ageressividade the parasite and the lack of effective management 
technologies, difficult to control this nematode. Thus, the insertion of biological 
control in an integrated M. incognita was established as an important strategy. 
Among the biocontrol, rhizobacteria have great potential because they can act and 
promoting plant growth or inhibiting the action of the parasitic nematode host plants. 
The objectives of this study were: 1 ) To isolate bacteria with potential for biocontrol 
of M. incognita from the fig tree roots and rocks pirobetuminosos shales , 2) 
characterize the most promising isolates through biochemical tests and DNA 
sequencing , 3) evaluate the performance of selected isolates , two forms of 
application in biocontrol of M. incognita on fig tree planted in naturally infested soil , 
and 4 ) evaluate the effect of treatments on bacterial inhabitant nematofauna soil . 
Initially, isolates obtained from shale and pirobetuminosos fig roots were evaluated in 
in vitro tests on the effect on eggs and second-stage juveniles of M. incognita , and to 
the production of compounds related to biological control of nematodes . From the 
results obtained, 14 strains were considered promising , producing at least one 
compound related to the biocontrol of plant parasitic nematodes among the five 
tested compounds ( in proteseases Litmus milk and gelatin , lipase , chitinase and 
ammonia ) , and high levels of mortality ( 78-100 % ) or inhibition of hatching ( 73-100 
% ) of second stage juveniles of the nematode . Promising isolates were selected for 
conducting tests related to biocontrol of root-knot nematode in fig, in vivo. The 
isolated bacteria were characterized by biochemical tests and DNA sequencing, and 
then evaluated for biocontrol and growth promotion in two experiments conducted in 
the greenhouse, to evaluate different forms of application of the antagonists. In the 
first trial , 14 were used to treat bacterial seedling fig microbiolization through the 
roots , whose plants were then transplanted into pots with soil naturally infested with 
M. incognita . Although the root-knot nematode has affected the development of the 
fig trees in all treatments , isolates F25 ( Bacillus sp.) , F78 ( Streptomyces sp. ) , F76 
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( Streptomyces sp . ) , FB59 ( Pseudomonas denitrificans ) and FB34 ( Arthrobacter 
oxydans ) significantly reduced the reproduction rate of the root-knot nematode ( P < 
0.05 ) at 49, 46 , 39 , 28 and 26 % respectively compared to the inoculated control 
and not microbiolizada . In the second experiment , two bacteria promising as 
potential biocontrol of M. incognita in vitro ( F75 and F78 ) , were also evaluated for 
their capacity to suppress nematode and on the development of the fig trees , the soil 
treatment with the respective bacterial suspensions , 48 hours before planting 
seedlings. In this experiment, isolates F78 and F75 suppressed by 43 and 21 % 
reproduction of M. incognita, respectively, compared with the control kept in infested 
soil and not microbiolizada. However, conducting additional work in this patossitema 
enable a better understanding of the mechanisms of action of bacteria tested on the 
fig tree and the insertion technique in a program of integrated management of root-
knot nematode. 
 
Keywords : biological control , rhizobacteria , root-knot nematode , fig , bio-
characterization. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A figueira (Ficus carica  L.) é uma das mais antigas frutíferas cultivadas no 
mundo. Originária do Oriente Médio, ela foi introduzida em diversas regiões devido a 
sua capacidade de adaptação a diferentes climas, sendo cultivada tanto em regiões 
subtropicais quentes como em regiões de clima temperado (GIACOBBO et al., 
2007).  
No Brasil, a cultivar Roxo de Valinhos, oriunda da Itália, deu origem aos 
primeiros pomares comerciais em 1910 na região de Valinhos-SP e, atualmente, é a 
única cultivar economicamente importante no país, caracterizando-se pela 
rusticidade, vigor e produtividade (MAIORANO et al., 1997; PENTEADO, 1999; 
LEONEL, 2008).  
O país destaca-se como o principal produtor de figos na América do Sul e 
importante exportador da fruta, sendo exportadas, em 2013, 843 toneladas de figos 
frescos (ALICEWEB, 2013). A produção de figos para exportação é interessante 
para o Brasil, pois a safra brasileira coincide com a entressafra do Egito e Turquia, 
que são os maiores produtores mundiais, e possui demanda na Europa, que é o 
principal mercado consumidor (FAO, 2013). 
Além de sua expressão econômica, a ficicultura é importante por ser 
caracterizada como atividade de pequenas áreas, ocupando, em média, dois 
hectares por produtor IBGE (2013), contribuindo para a sobrevivência da 
propriedade agrícola familiar. 
No entanto, apesar de sua importância, a produção de figos enfrenta 
dificuldades, principalmente em relação ao manejo fitossanitário. A cultura apresenta 
problemas relativos a pragas e doenças, que interferem negativamente no seu 
cultivo, como: nematoides (Meloidogyne incognita e Heterodera fici), ferrugem 
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(Cerotelium fici Cast.), seca-da-figueira (Botrydiplodia sp.), broca-da-figueira 
(Azochis gripusalis Walk.) e mosca-do-figo (Zaprionus indianus Gupta.) .  
O primeiro nematoide fitoparasita relatado na cultura foi o nematoide das 
galhas Meloidogyne spp. nos EUA (NEAL, 1889). Desde então, várias espécies têm 
sido relatadas parasitando figueira em muitos países (MCSORLEY, 1981, 1992; 
COHN e DUNCAN, 1990; CAMPOS, 1997; KRNJAIC et al., 1997;. LI et al., 1999). 
No Brasil são descritos Aphelenchoides sp., Aphelenchus avenae (Bastian), 
Criconemella onoensis (Luc), C. sphaerocephala (Taylor.), Helicotylenchus dihystera 
(Cobb.), Heterodera fici (Kirjanova), Pratylenchus brachyurus (Godfrey), P. zeae 
(Graham), Meloidogyne javanica  (Treub) e M. incognita (KOFOID & WHITE) 
Chitwood (CAMPOS, 1997). Entre esses, destacam-se o nematoide das galhas M. 
incognita e o de cistos, Heterodera fici, sendo o primeiro de ocorrência generalizada 
no país (LIMA-MEDINA et al., 2006; DIAS-ARIEIRA et al., 2010, LIMA-MEDINA et 
al., 2013) e o segundo de frequência mais restrita. 
Dentre os fitonematoides que afetam a figueira, o nematoide das galhas é o 
mais reportado, diversos relatos de danos ocorrem no Mediterrâneo, na África e nas 
Américas do Sul e do Norte, sendo reconhecido como maior fator limitante à 
produção comercial nos Estados Unidos (KNIGHT, 1980), na França (SCOTTO LA 
MASSÈSE et al., 1984) e no Brasil (FERRAZ et al., 1982; CAMPOS, 1997). 
No Brasil, em levantamento realizado por Lima-Medina et al. (2006) e Lima-
Medina et al. (2013) em pomares de figueira do Rio Grande do Sul e de São Paulo, 
foram identificadas diferentes espécies do nematoide das galhas em figueira, sendo 
M. incognita com o fenótipo de esterase I2 a espécie mais frequente em ambos 
estados, ocorrendo em 80 % da amostras estudadas.  
As galhas decorrentes do parasitismo deste organismo alteram o 
funcionamento das raízes, reduzindo o fluxo de fotoassimilados (CARNEIRO; 
MAZZAFERA; FERRAZ, 1999) e refletindo na taxa fotossintética e produtividade da 
planta. Essas alterações provocam redução da produção e qualidade dos frutos, 
direcionando o produtor a substituir as plantas em menor espaço de tempo (ROSSI, 
2002). Além dos danos expressivos, os nematoides do gênero Meloidogyne são 
considerados de difícil controle devido à alta capacidade reprodutiva, à ampla gama 
de hospedeiros e à capacidade de adaptação a diferentes condições e ecossistemas 
(FERRAZ, 1985).  
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No Brasil o manejo do nematoide das galhas é ainda mais importante, visto 
que a cultivar Roxo de Valinhos é extremamente sensível ao nematoide das galhas 
(LIMA-MEDINA et al., 2006). Além disso, a utilização de portas-enxerto resistentes, 
considerada uma das estratégias mais eficazes de controle, não é possível em 
nossas condições pela ausência de material disponível comercialmente, embora 
seja utilizada em outros países, como o caso da seleção de Ficus glomerata nos 
EUA, que é compatível com as variedades comerciais (BUENO; GONÇALVES; 
ASCÊNCIO, 2006). Outros fatores que contribuem para o problema são a ausência, 
no mercado brasileiro, de agrotóxicos registrados para uso na cultura de figueira 
(AGROFIT, 2013) e o alto custo de práticas culturais como a adubação (MEDEIROS, 
2002). 
Considerando as dificuldades encontradas para o controle do nematoide das 
galhas na figueira, nas condições brasileiras, o manejo integrado desta praga 
através do uso de agentes de controle biológico deve ser considerado como 
estratégico para o referido patossistema. Dentre os agentes de controle biológico, as 
rizobactérias estão entre os organismos antagonistas mais propícios no controle de 
fitonematoides (SIKORA, 1988). As rizobactérias atuam no controle biológico de 
diversas formas, podem parasitar e/ou produzir metabólicos que interferem na 
reprodução, postura e eclosão de ovos, na sobrevivência dos estádios iniciais de 
desenvolvimento dos nematoides e/ou mortalidade de indivíduos adultos 
(ZUCKERMAN; JASSON, 1984, SIDDIQUI; MAHMOOD, 1999). Esses mecanismos 
estão relacionados à produção de enzimas como lipases (SANTIN, 2008) proteases 
(DUNNE et al., 1997) e quitinases (ZHANG; YUEN et al., 2000), as quais podem 
estar envolvidas na degradação dos ovos, e/ou produção de compostos tóxicos 
(OKA et al., 1993; ARDUIM, 2006) que atuam como nematicidas ou nematostáticos. 
Além disso, as rizobactérias podem estimular o crescimento vegetal através 
da fixação de nitrogênio (VESSEY, 2003), da solubilização de fosfatos 
(RICHARDSON, 2001), da mineralização de matéria orgânica (ROMEIRO, 2007) e 
de alterações benéficas no crescimento das plantas, na morfologia e no 
metabolismo do sistema radicular (VESSEY, 2003) e. 
Os efeitos diretos de bactérias sobre nematoides constituem importantes 
mecanismos de ação, e a seleção por esta capacidade é uma estratégia utilizada em 
muitos programas de biocontrole (PARK et al., 2004; SIDDIQUI; SHAUKAT, 2004; 
COIMBRA et al., 2005; SOUSA et al. 2005). Porém, a seleção in vitro não deve ser 
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considerada como única forma de avaliação, uma vez que a sobrevivência dos 
biocontroladores, bem como outros atributos são essenciais para que o efeito 
controlador seja alcançado. 
O potencial de rizobactérias para controle de Meloidogyne sp. e a carência 
de informações sobre a eficiência desses biocontroladores torna importante a 
realização de novos estudos, visto a importância da cultura, o potencial de danos do 
parasita e a necessidade de estratégias de manejo adequadas e efetivas. Assim, os 
objetivos desse trabalho foram: 1) Isolar bactérias com potencial para biocontrole de 
M. incognita a partir de raízes de figueira e rochas de folhetos pirobetuminosos; 2) 
Caracterizar os isolados mais promissores através de testes bioquímicos e 
seqüenciamento de DNA; 3) Avaliar o desempenho dos isolados selecionados, sob 
duas formas de aplicação, no biocontrole de M. incognita em figueira cultivada em 
solo naturalmente infestado e 4) Avaliar a influência dos tratamentos bacterianos 
sobre a nematofauna habitante do solo. 
 
 
  
 
 
 
 
2 CAPITULO 1 
ISOLAMENTO, SELEÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE BACTÉRIAS PARA O 
CONTROLE BIOLÓGICO DE Meloidogyne incognita EM FIGUEIRA 
 
2.1 Introdução 
 
O nematoide das galhas, Meloidogyne incognita (KOFOID; WHITE, 1919) 
Chitwood, 1949, é considerado o fitopatógeno mais importante para a cultura da 
figueira (Ficus carica L.) no Brasil, pois apresenta distribuição generalizada, alta 
agressividade e difícil controle. 
Um dos fatores mais preocupantes em relação a M. incognita é a extensão 
dos danos causados em pomares de figo (CAMPOS, 1997). As espécies do gênero 
Meloidogyne induzem a formação de células multinucleadas nas raízes, 
denominadas de „células gigantes‟, ao redor das quais são formadas as galhas, 
produzindo alterações que comprometem o funcionamento das raízes, reduzindo, 
consequentemente, o crescimento das plantas (KOENNING et al., 1999, BIRD & 
KOLTAI 2000) e prejudicando a sobrevivência das plantas em condições 
desfavoráveis (GALLETI; REZENDE, 2005).  
Em virtude dessas características o controle de M. incognita é considerado 
estratégico para viabilidade econômica dos pomares de figueira, o controle de 
fitonematoides inclui estratégias como controle químico, manejo do solo, uso de 
variedades e ou porta-enxertos resistentes, solarização do solo e controle biológico 
(RANDHAWA et al., 2001, SAKHUJA & JAIN 2001). No entanto, diversos fatores 
dificultam o controle de M. incognita, como a ampla gama de hospedeiros, a 
capacidade de sobreviver no solo ou em restos culturais e sua fácil disseminação 
através de implementos agrícolas, água, animais e materiais vegetais contaminados 
(SANTIN, 2008). No caso brasileiro, destacam-se ainda, fatores como a carência de 
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porta-enxertos resistentes e produtos fitossanitários registrados para a cultura da 
figueira (AGROFIT, 2013). 
Devido à carência de opções de controle convencionais e a importância da 
cultura, algumas práticas alternativas têm sido estudadas para controle de M. 
incognita em figueira, incluindo o uso de biocontroladores (ARDUIN, 2006). 
Bactérias consideradas antagonistas aos nematoides podem ser 
encontradas no solo, nos tecidos das plantas hospedeiras e nos próprios 
nematoides, incluído ovos e cistos (STIRLING, 1991; SIDDIQUI; MAHMOOD 1999, 
KERRY, 2000; MEYER 2003). Porém, segundo Melo (1998), a rizosfera é o habitat 
mais rico em bactérias com potencial para controle de nematoides, e, portanto, é o 
ambiente ideal para seu isolamento. 
As bactérias encontradas no solo, sob influência das raízes, são 
denominadas rizobactérias e são caracterizadas pela capacidade de colonizar o 
sistema radicular das plantas em resposta às secreções ricas em carboidratos e 
aminoácidos por eles produzidos (SCHROTH & HANCOCK 1982, SUSLOW 1982, 
KLOEPPER et al., 1992). Estes micro-organismos podem atuar favorecendo o 
desenvolvimento das plantas ou controlando diversos fitopatógenos incluindo 
nematoides (STIRLING 1991, SIDDIQUI; MAHMOOD 1999).  
O controle biológico de nematoides por rizobactérias pode envolver o 
parasitismo e/ou produção de metabólitos que interferem na reprodução, postura e 
eclosão de juvenis do interior de ovos, na sobrevivência nos estádios iniciais de 
desenvolvimento dos nematoides e/ou mortalidade de indivíduos adultos 
(ZUCKERMAN; JASSON, 1984, SIDDIQUI; MAHMOOD, 1999). Esses mecanismos 
estão relacionados à produção de compostos tóxicos (OKA et al., 1993), que atuam 
como nematicidas ou nematostáticos, e a produção de enzimas, como lipases 
(SANTIN, 2008) proteases (DUNNE et al., 1997) e quitinases (ZHANG; YUEN et al., 
2000), envolvidas na degradação dos ovos. 
Essas bactérias também são descritas como Rizobactérias Promotoras do 
Crescimento de planta ou PGPR – Plant Growth Promoting Rhizobacteria, pois além 
de sua importância como biocontroladores de doenças, quando atuam no controle 
biológico de organismos fitopatogênicos, (SCHROTH & HANCOCK 1982), podem 
atuar como: biofertilizadoras, quando aumentam a disponibilidade de nutrientes para 
as plantas; fitoestimuladoras, quando estimulam o crescimento da planta; e 
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rizorremediadoras, quando degradam poluentes orgânicos (SOMERS; 
VANDERLEYDEN; SRINIVASAN, 2004).  
Rizobactérias podem estimular o crescimento vegetal através de diversos 
processos como fixação de nitrogênio (VESSEY, 2003), solubilização de fosfatos 
(RICHARDSON, 2001), alterações benéficas no crescimento, na morfologia e no 
metabolismo do sistema radicular (VESSEY, 2003), e, mineralização de matéria 
orgânica (ROMEIRO, 2007). 
Em virtude dessas características, a maioria dos trabalhos envolvendo 
seleção de bactérias para controle biológico, utiliza micro-organismos oriundos do 
solo e rizosfera (FREITAS et al., 2005; FABRY et al., 2007; ALVES et al., 2011), 
existindo poucos relatos quanto à utilização de isolados oriundos de outros habitats 
(ASHOUB & AMARA, 2010). 
Contudo, ambientes como as rochas compreendem formas de vida com 
potencial que apresentam diversas características desejáveis como resistência à 
dessecação e tolerância à luz ultravioleta (UV), que fazem desses micro-organismos, 
especialistas em sobrevivência (HIRSCH et al., 2004). As bactérias encontradas 
nesses ambientes possuem também, um papel importante na deterioração de 
rochas e disponibilização de nutrientes essenciais para as plantas (GADD,1999; 
GORBUSHINA, 2007). 
Além disso, o efeito nematicida não é restrito às bactérias isoladas de raízes. 
Ashoub & Amara (2010) observaram que bactérias isoladas de outros ambientes 
como solos poluídos com hidrocarbonetos e água do mar vermelho, também podem 
apresentar efeito tóxico aos nematoides. 
Considerando as dificuldades encontradas para manejo de M. incognita em 
figueira, no Brasil, e o potencial de rizobactérias e bactérias de rochas de folhelhos 
pirobetuminosos como agentes de controle biológico de nematoides, foi objetivo 
desse trabalho, avaliar o desempenho in vitro dos isolados obtidos de raízes de 
figueira e de rochas de folhelhos pirobetuminosos para o controle de M. incognita, 
selecionando os isolados mais promissores para testes in vivo. 
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2.2 Metodologia 
 
2.2.1 Origem e manutenção de inoculo de M. incognita 
 
Para obtenção do inoculo do nematoide, raízes de figueira foram coletadas 
de um pomar infestado com M. incognita, no município de Pelotas-RS. As raízes 
foram transferidas para vasos com solo esterilizado e mudas de tomate, (Solanum 
lycopersicon L.) cv. Santa Cruz, as quais foram plantadas para multiplicação da 
população do nematoide em casa de vegetação.  
Após 50 dias, as fêmeas deste nematoide foram extraídas das raízes de 
tomateiro e submetidas à eletroforese (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001) para confirmar 
a pureza da população pelo perfil de esterase. Após confirmação dos resultados, as 
massas de ovos correspondentes foram transferidas para vasos contendo solo 
autoclavado e uma muda de tomateiro cv. Santa Cruz. Esse procedimento foi 
repetido periodicamente para manutenção do inoculo puro. 
 
2.2.2 Origem dos isolados bacterianos 
 
Os micro-organismos testados quanto ao potencial para controle do 
nematoide das galhas, em figueira, foram isolados da rizosfera e rizoplano de 
figueira e de rochas de folhelhos pirobetuminosos. As bactérias fazem parte da 
coleção de micro-organismos do laboratório de Fitopatologia da Embrapa Clima 
Temperado. 
 
2.2.2.1 Isolamento de bactérias da rizosfera e rizoplano de figueira 
 
Raízes de plantas saudáveis de figueira, coletadas na Estação Experimental 
Cascata da Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, foram levadas ao laboratório 
de fitopatologia da Embrapa Clima Temperado onde duas metodologias distintas 
foram utilizadas para isolamento de rizobactérias, obtendo-se isolados da rizosfera e 
do rizoplano. 
Para obtenção de isolados da rizosfera, amostras de 10 gramas de solo 
rizosférico, considerado o solo associado as raízes, foram cuidadosamente 
coletadas, sob condições assépticas, nas raízes de figueira. As amostras de solo 
 24 
rizosférico foram misturadas a 90mL de solução salina (NaCl 0,85%) estéril e 
agitadas em liquidificador na velocidade máxima durante um minuto. As suspensões 
obtidas foram diluídas, em escala decimal, transferindo-se alíquotas de 1mL para 
tubos de ensaio contendo 9mL de solução salina, sucessivamente, até obtenção da 
diluição 10-6. A seguir, alíquotas de 100µL das suspensões, nas diluições 10-4, 10-5 e 
10-6 foram semeadas, por espalhamento, em triplicatas, em placas de Petri contendo 
meio 523 de Kado; Heskett (1970). 
Para obtenção de isolados do rizoplano, segmentos de 1g de raiz de 
figueira, submetidos a lavagem contínua com água corrente, durante um minuto, 
foram transferidos para tubos de ensaio com 9mL de solução salina e submetidos a 
ultra-sonificação por 30 segundos a 10.5mm. As suspensões obtidas foram então 
diluídas, em escala decimal, transferindo-se uma alíquota de 1mL para tubos de 
ensaio contendo 9mL de solução salina, sucessivamente, até obtenção da diluição 
10-5. A seguir, alíquotas de 100µl das suspensões, nas diluições 10-2, 10-3, 10-4 e 10-
5, foram semeadas em triplicatas, por espalhamento em placas de Petri contendo 
meio 523 de Kado; Heskett (1970). 
As placas semeadas com diluições de solo rizosférico e suspensões do 
rizoplano foram incubadas em estufa bacteriológica à 25ºC por 72 horas. Após a 
incubação, as colônias de bactérias com características morfológicas distintas foram 
repicadas individualmente, por esgotamento, para obtenção de culturas puras, e 
identificadas com um código numérico. 
 
2.2.2.2 Isolamento de bactérias de rochas de folhelhos pirobetuminosos 
 
As bactérias de rochas de folhelhos pirobetuminosos foram obtidas a partir 
de quinze amostras de rochas coletadas no Município de São Mateus do Sul (PR). 
Cada amostra foi triturada e peneirada individualmente, e a seguir, 10 g de cada 
amostra foram transferidos para Erlenmeyers contendo 90mL de solução salina 
estéril onde foi agitada por 30 minutos a 10°C. As suspensões obtidas foram 
diluídas, em escala decimal, transferindo-se alíquotas de 1mL para tubos de ensaio 
contendo 9 mL de solução salina, sucessivamente, até obtenção da diluição 10-4. A 
seguir, alíquotas de 100µL das suspensões, nas diluições 10-2, 10-3 e 10-4, foram 
semeadas em triplicatas, por espalhamento em placas de Petri contendo meio 523 
de Kado; Heskett (1970) e incubadas a 28°C por 48horas.  
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Foram utilizados nesse trabalho, apenas aqueles isolados que apresentaram 
potencial para o biocontrole do nematoide das galhas e promoção de crescimento 
em ensaios anteriores com plantas de arroz irrigado (dados não publicados). 
 
2.2.2.3 Manutenção dos isolados bacterianos 
 
Os isolados bacterianos foram repicados periodicamente (DHINGRA; 
SINCLAIR, 1995) para meio 523 de Kado; Heskett (1970) e mantidos sob 
refrigeração a 4ºC. Alternativamente, os isolados de actinomicetos foram cultivados 
em meio Amido Caseína Agar - ACA (2,0g de KNO3, 2,0g de NaCl, 2,0g de K2HPO4, 
0,05g de MgSO4.7H2O,  0,02g de CaCO3, 0,01g de FeSO4.7H2O, 10g de amido, 0,3g 
de caseína,15,0g de ágar e 1000 mL de água destilada). Os micro-organismos foram 
também preservados em glicerol 20% (v/v) em freezer (MARIANO; SILVEIRA, 2005). 
 
2.2.3 Avaliação dos isolados bacterianos quanto à produção in vitro de 
compostos relacionados ao biocontrole de nematoides 
 
2.2.3.1 Produção de quitinases 
 
A produção de quitinases foi testada utilizando-se a técnica descrita por 
Cattelan (1999). Os isolados foram repicados para meio de cultura contendo quitina 
como fonte exclusiva de carbono, e incubados a 25ºC por quinze dias, após este 
período, a degradação da quitina foi constatada pela presença de um halo claro ao 
redor das colônias. 
 
2.2.3.2 Produção de lipases 
 
Para determinar a produção de lipases, os isolados foram repicados para 
meio de cultura de Tween 80 a 1% e pH 7,4 (FAHY; PERSLEY, 1983) e incubados a 
25ºC por cinco dias. Após esse período, a produção de lípases foi observada pela 
formação de precipitados ao redor das colônias. 
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2.2.3.3 Produção de proteases 
 
A produção de proteases foi avaliada através de duas metodologias. Na 
primeira, os isolados foram repicados para tubos de ensaio contendo 5mL de meio 
de cultura leite de Litmus, a seguir foram incubados a 25ºC por cinco dias, e após o 
período de incubação, a produção de proteases foi verificada pela peptonização da 
caseína a qual foi observada, presente, pela redução da turvação do meio de cultura 
(SCHAAD et al., 2001). Como testemunha foi utilizado um tubo contendo o meio 
estéril não inoculado. 
Na segunda metodologia, os isolados foram repicados para tubos contendo 
meio de cultura de gelatina 12%, e, a seguir, foram incubados a 25ºC por cinco dias 
e colocados em geladeira durante 2 horas. A produção de proteases de cada isolado 
foi avaliada pela capacidade de hidrolisar a gelatina que observada quando o meio 
de cultura permanecia liquefeito à 4ºC (MARIANO; SILVEIRA, 2005). Como 
testemunha, foi utilizado um tubo contendo o meio estéril não inoculado. 
 
2.2.3.4 Produção de amônia 
 
Para verificar a capacidade de produzir amônia, os isolados foram repicados 
para tubos de ensaios contendo 10mL de meio de cultura caldo de peptona e 
incubados a 25ºC por cinco dias. Após o período de incubação, foi acrescentado em 
cada tubo, 1mL de reagente de Nessler. A produção de amônia foi verificada 
observando-se a formação de um precipitado alaranjado característico (MARIANO; 
SILVEIRA, 2005). Como testemunha foi utilizado um tubo de caldo de peptona 
estéril não inoculado. 
 
2.2.4 Avaliação da atividade antagonista de bactérias a Meloidogyne incognita 
 
2.2.4.1 Obtenção de ovos e juvenis de segundo estádio de Meloidogyne 
incognita 
 
Para realização de testes in vitro, foi utilizada uma população pura de M. 
incognita Est. I2 (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001) multiplicada e mantida em plantas 
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de tomate variedade Santa Cruz em casa de vegetação conforme já descrito no item 
2.2.1. 
Para obtenção de ovos de M. incognita, massas de ovos presentes nas 
raízes de tomateiro infectadas foram retiradas com um estilete e colocadas em tubo 
com 5mL de água. A seguir, as massas de ovos foram transferidas para um 
erlenmayer contendo solução de NaClO  a 0,5% sendo esta agitada manualmente 
durante e vertida em peneira de 500 Mesh, onde os ovos retidos foram lavados 
diversas vezes com água destilada e recolhidos em placa de Petri com 
aproximadamente 10mL de água destilada (HUSSEY; BARKER, 1973). 
Para obtenção dos juvenis de segundo estádio (J2) de M. incognita, raízes 
de tomateiro infectadas com o nematoide, foram trituradas em liquidificador com 
solução de hipoclorito 0,1% e vertidas em peneira de 100 meshes acoplada à 
peneira de 500 Mesh. A seguir, o conteúdo retido na peneira de 500 Mesh foi lavado 
diversas vezes com água destilada e transferido para funil de Baermann modificado 
(CHRISTIE; PERRY, 1951). Após 24h de incubação, no escuro a 25ºC, os J2 foram 
recolhidos do funil em uma placa de Petri. 
 
2.2.4.2 Preparo das suspensões bacterianas 
 
Para obtenção de suspensões bacterianas, os isolados em culturas puras, 
foram repicados para meio 523 de Kado; Heskett (1970) e incubados a 25ºC por 24 
a 48 h. Para actinomicetos, os mesmos foram cultivados em meio Amido Caseína 
Agar - ACA durante 96 h. As células bacterianas crescidas no meio de cultura foram 
raspadas com alças de Drigalski estéreis e transferidas para solução salina estéril. 
As suspensões obtidas foram padronizadas (OD=0,5) em espectrofotômetro a partir 
da leitura da absorbância no comprimento de onda de 540 nm. 
 
2.2.4.3 Avaliação dos isolados quanto ao efeito nematicida in vitro sobre 
juvenis de segundo estádio de Meloidogyne incognita 
 
O ensaio foi conduzido em placas de microtitulação de 96 poços, utilizando-
se cinco repetições para cada tratamento. Cada orifício da placa, foi considerado 
uma repetição, onde foram adicionados 50ìL da suspensão bacteriana e 50μL de 
 28 
uma suspensão de 50 juvenis de segundo estádio (J2) de M. incognita. As 
testemunhas foram compostas de J2 imersos apenas em solução salina. 
A seguir, as placas foram vedadas com filme plástico e papel alumínio e 
mantidas em BOD a 25oC na ausência de luz. O experimento foi realizado em 
duplicata, sendo a percentagem de juvenis mortos avaliada após 24 e 48 horas pela 
adição de 10µL de NaOH (1N) em cada cavidade, onde foram considerados como 
mortos, os J2 que permaneceram com o corpo completamente distendido durante 
três minutos após a adição de  NaOH (CHEN; DICKSON, 2000). Posteriormente, os 
valores de percentagem de J2 de M. incognita mortos, em 24 e 48h foram 
submetidos à análise de variância e teste de de agrupamento de Scott & Knott 
(1974) a 5% pelo programa SASM Agri (CANTERI et al., 2001); e, o efeito do 
período de incubação, foi comparado pelo teste t (p≤0,05). 
Os resultados obtidos no teste de agrupamento foram utilizados para definir 
os isolados mais promissores, que foram empregados em testes in vivo. 
 
2.2.4.4 Avaliação dos isolados quanto à capacidade de inibir in vitro a eclosão 
de Meloidogyne incognita 
 
O ensaio foi conduzido em placas de microtitulação de 96 poços, foram 
utilizadas utilizando-se cinco repetições para cada tratamento. Cada orifício da placa 
foi considerado uma repetição no qual foram adicionados 50μL da suspensão 
bacteriana e 50μL de uma suspensão de 50 ovos imaturos. de M. incognita. As 
testemunhas foram compostas de ovos imersos apenas em solução salina. 
Logo após, as placas foram vedadas com filme plástico e papel alumínio e 
mantidas em BOD a 25oC na ausência de luz. A percentagem de J2 eclodidos foi 
avaliada após 15 dias de incubação. Posteriormente, os valores de percentagem de 
J2 de M. incognita eclodidos foram transformados em arco seno 100/x  e, a seguir, 
submetidos à análise de variância e teste de agrupamento de Scott & Knott (1974) a 
5% pelo programa SASM Agri (CANTERI et al., 2001). 
Os resultados obtidos no teste de agrupamento foram utilizados para definir 
os isolados mais promissores, que serão empregados em testes in vivo. 
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2.2.5 Avaliação dos isolados, selecionados in vitro para controle de 
Meloidogyne incognita, quanto à produção de compostos relacionados a 
promoção de crescimento de plantas 
 
Os isolados considerados mais promissores para controle de M. incognita, 
selecionados nos ensaios anteriores, foram investigados quanto a produção de 
compostos relacionados a promoção de crescimento vegetal. 
 
2.2.5.1 Solubilização de fosfatos 
 
Primeiramente, os isolados foram repicados para o meio de cultura NBRIP 
(NAUTIYAL et al., 1999) com pH 6,0, e, incubados a 25ºC por sete dias. Após esse 
período, a solubilização de fosfatos foi verificada pela formação de um halo claro ao 
redor das colônias. 
 
2.2.5.2 Produção de sideróforos 
 
 A produção de sideróforos foi avaliada de acordo com a metodologia 
descrita por Schwyn e Neilands (1987). Os isolados foram repicados para meio de 
cultura ágar King B (GLICKMANN; DESSAUX, 1995) suplementado com complexo 
cromo azurol S (CAS/ferro(III) brometo de amônio hexadeciltrimetil) e incubados a 
27ºC por cinco dias. Após incubação avaliou-se a presença de um halo alaranjado 
(cor de tijolo) ao redor das colônias, que caracteriza a produção de sideróforos. 
 
2.2.5.3 Produção de Auxinas 
 
A capacidade dos isolados selecionados de produzir auxinas foi determinada 
através de ensaio colorimétrico (GORDON & WEBER, 1951). As bactérias foram 
repicadas para frascos de 150mL com 25mL de Tripticaseína de soja (TSB) 10% 
suplementado com 150 mg/L de L-triptofano e incubados durante três dias a 25ºC, 
no escuro. Posteriormente, as culturas foram centrifugadas a 12.000 rpm por 15 
minutos e foi recolhido o sobrenadante, ao qual foi incorporado reagente de 
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Salkowski [FeCl3 0,5 mol/L + HClO4 (35%)] na proporção de uma parte de reagente 
para duas de sobrenadante obtido. 
Os sobrenadantes tratados foram mantidos no escuro durante 30 minutos 
para reação de manifestação da cor vermelha. A quantidade de compostos indólicos 
produzida foi medida em espectrofotômetro (530nm), estimando-se a concentração 
de auxinas por meio de uma curva padrão previamente esTab.elecida com 
concentrações conhecidas da forma sintética do hormônio Ácido indol acético (de 0 
a 100 μg/mL) em meio de cultura TSB 10%. 
 
2.2.6 Perfil metabólico de bactérias selecionadas in vitro para controle de 
Meloidogyne incognita 
 
Para determinação da atividade metabólica das bactérias, os isolados foram 
cultivados em meio agar tripcaseína de soja (TSA) por 24 h a 28ºC. Colônias 
isoladas com cerca de 3mm de diâmetro foram transferidas para solução de 
inoculação (BIOLOG®) com um swab estéril. A seguir, 100µL da suspensão, 
previamente misturada em agitador de tubos, foi transferido para cada poço. As 
placas Biolog® GEN III foram incubadas por até 24 h a 28ºC e posteriormente 
efetuou-se a leitura das reações observando-se a alteração de cor em cada poço de 
acordo com instruções do fabricante.  
Os dados obtidos, foram, a seguir, transformados em dados binários, sendo 
atribuídos os valores de 1 ou 0 de acordo com a utilização ou não de cada fonte de 
carbono e a porcentagem de fontes de carbono metabolizadas foi calculada para 
estimar a atividade metabólica total de cada isolado.  
 
2.2.7 Identificação dos isolados selecionadas in vitro para controle de 
Meloidogyne incognita de acordo com o perfil bioquímico e sequenciamento 
de DNA 
 
Os isolados selecionados in vitro para controle biológico de Meloidogyne 
incognita foram caracterizados através de provas tintoriais, bioquímicas e 
seqüenciamento de DNA. 
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2.2.7.1 Caracterização morfológica e bioquímica 
 
2.2.7.1.1 Caracterização da parede celular pelo teste de Gram 
 
Os isolados foram caracterizados com base em suas características 
tintoriais, tamanho, forma e arranjo celular através do teste de Gram. Em laminas de 
vidro para microscopia, foram preparados esfregaços de cada isolado, os quais 
foram fixados em chama, e, a seguir, submetidos a coloração diferencial, utilizando-
se reagentes para coloração de Gram (solução corante de cristal violeta, solução de 
lugol fraco, solução descorante à base de álcool-acetona, solução corante de fucsina 
fenicada para Gram). Os esfregaços corados foram então observados em 
microscópio óptico, usando-se a objetiva de imersão (100X). As células microbianas 
que apresentaram coloração púrpura escura foram consideradas Gram positivas ao 
passo que as coradas em tonalidade avermelhada foram consideradas com Gram 
negativas.  
 
2.2.7.1.2 Caracterização da parede celular pelo teste em KOH 3% 
 
De forma complementar, os isolados foram caracterizados quanto a 
estrutura da parede celular através do teste em KOH 3% (RYU, 1940). Uma gota de 
KOH a 3% foi depositada em uma lâmina de microscopia sobre a qual, a seguir, foi 
transferido o crescimento bacteriano do isolado previamente cultivado em meio 
sólido, sendo o material misturado por 10 segundos, com a própria alça de 
repicagem. 
Logo após, observou-se a formação de uma massa viscosa pendente, 
característica de bactérias Gram-negativas. Em contraposição, os isolados que 
apresentaram um produto aquoso foram considerados Gram-positivos. 
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2.2.7.2 Identificação dos isolados através de sequenciamento de DNA 
 
2.2.7.2.1 Extração do DNA 
 
Para extração de DNA, os isolados selecionados para controle biológico de 
M. incognita foram cultivados em frascos com 50mL de caldo nutriente, a 25ºC 
durante 48h. Após a incubação, o DNA das bactérias foi extraído utilizando o Kit de 
extração Wizard® genomic (PROMEGA), para tanto, as culturas foram centrifugadas 
a 18000g por 2 minutos. As células precipitadas foram ressuspendidas em 480µL de 
EDTA 50mM, transferidas para microtubos de dois mililitros e centrifugados a 
18000g por 5 minutos, para eliminar resíduos do meio de cultura. 
Adiante, os precipitados dos isolados de bactérias Gram positivas receberam 
um tratamento para lise da parede celular, sendo ressuspendidos em 120µL de 
solução de lisozima 10mg/mL, incubados a 37ºC durante 60 minutos, resfriados a 
temperatura ambiente e centrifugados a 18000g por 5 minutos 
Posteriormente, todas as amostras, oriundas de bactérias Gram positivas e 
negativas, receberam 600µL de solução de lise nuclear para suspensão do 
precipitado (PROMEGA®) e foram incubadas durante 5 minutos a 80ºC para lise das 
células.  
As amostras lisadas foram resfriadas a temperatura ambiente e receberam 
3µL de solução de RNase A 4mg/mL, sendo agitadas por inversão 50 vezes. Em 
seguida, o material foi incubado a 37ºC por 40 minutos para ativação da RNase, 
acrescido de 200µL de solução de precipitação de proteínas (PROMEGA®) e 
misturado em agitador de tubos na velocidade máxima durante 20 segundos 
Subsequentemente, as amostras foram incubadas em gelo durante 5 
minutos e centrifugadas a 18000g por 5 minutos para remoção de resíduos da lise 
celular. Logo após, o sobrenadante obtido, contendo o DNA, foi transferido para 
microtubos de 2mL contendo 600µL de isopropanol e incubado a 2ºC por 12 h. O 
material resfriado foi agitado por inversão até que fossem observadas massas de 
DNA.  
O DNA obtido foi precipitado por centrifugação a 18000g por 10 minutos, e 
lavado em 600µL de etanol 70%; novamente centrifugado a 18000g por 5 minutos e 
seco durante 15 minutos a 30ºC em estufa de ventilação forçada, para remoção do 
etanol. 
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Para reidratação do DNA, 100µL de solução de reidratação de DNA 
(PROMEGA®), foram misturadas as amostras, durante 30 segundos, em agitador de 
tubos, sendo o DNA mantido a 4ºC por 12 h para completar a reidratação. 
O DNA obtido foi quantificado por eletroforese em gel de agarose 1% 
usando-se o corante Blue Green Loading Dye I e marcador Low DNA Mass Ladder. 
Após a verificação do gel e quantificação sob luz ultra-violeta, o DNA purificadofoi 
estocado a 2ºC. 
 
2.2.7.2.2 Amplificação da região de interesse através de reação em cadeia de 
polimerase-PCR 
 
A amplificação da região 16S do gene rRNA, por reação em cadeia de 
polimerase (PCR), foi realizada em termociclador “Eppendorf Mastercycler”, 
utilizando-se os nucleotídeos iniciadores universais correspondentes às posições 27f 
(5‟-AGAGTTTGATCTGGCTCAG-3‟) e 1492R (5‟-TACGGTACCTTGTTACGACTT-3‟) 
de Escherichia coli. Para reação de PCR, foram utilizados 6,25µL de GoTaq® Green 
Master Mix (PROMEGA) 1,25µL do primer 27f (10µM), 1,25 µL do primer 1492r 
(10µM), 1µL de DNA genômico e 2,75 µL de água livre de nuclease. A reação de 
amplificação foi conduzida em 35 ciclos de PCR (desnaturação inicial de 95ºC por 5 
minutos; desnaturação subsequente de 95ºC por 5 minutos; temperatura de 
anelamento de 56ºC por 1 minuto; temperatura de extensão de 72ºC por 1 minuto e 
extensão final de 72ºC por 10 minutos). Os produtos obtidos no PCR foram 
analisados em gel de agarose 2% e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and 
PCR Clean-Up System (PROMEGA). O produto purificado foi quantificado em 
eletroforese em gel de agarose 1% utilizando-se o marcador Low DNA Mass Ladder 
(INVITROGEN).  
 
2.2.7.2.3 Seqüenciamento e análise dos resultados 
 
O seqüenciamento das amostras foi realizado utilizando o sequenciador 
automático ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer. Os DNA-moldes foram marcados 
utilizando-se 2,5 pmol do primer 27f e 3 L do reagente BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final de 10 L. As 
reações de marcação foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 
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9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturação inicial a 96 ºC por 3 
minutos seguida de 25 ciclos de 96 ºC por 10 segundos, 55 ºC por 5 segundos e 60 
ºC por 4 minutos Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas pela 
precipitação com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os produtos 
precipitados foram diluídos em 10 L de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems), 
desnaturados a 95 ºC por 5 minutos, resfriados em gelo por 5 minutos e 
eletroinjetados no sequenciador automático. Os dados de sequenciamento foram 
coletados utilizando-se o programa Data Collection v 1.0.1 (Applied Biosystems). 
A homologia das sequencias bacterianas foi obtida através do programa 
BLAST. 
 
2.3 Resultados e discussão 
 
2.3.1 Avaliação dos isoladosquanto à produção de compostos relacionados ao 
controle biológico de Meloidogyne incognita 
  
Foram obtidos 33 isolados do rizoplano e 45 isolados da rizosfera, a partir 
das amostras de raízes de figueira. Além disso, também foram recuperados 46 
isolados de bactérias promotoras de crescimento, de rochas de folhelhos 
pirobetuminosos (Tab. 1). 
A obtenção de numerosos isolados é importante para obtenção de agentes 
de controle biológico, visto que poucos isolados serão eficientes nos ensaios in vivo. 
Contudo, a avaliação de um número amplo de isolados diretamente através de 
testes in vivo é inviável, principalmente em se tratando de uma planta perene, devido 
a sua laboriosidade, assim testes in vitro são importantes para selecionar canditos 
mais promissores (BARRA et al., 2008), permitindo a redução de candidatos e 
seleção de organismos mais promissores para controle biológico de M. incognita. 
Nessa etapa várias características desejáveis como produção de enzimas 
relacionadas à degradação de ovos como quitinases (STIRLING & MANKAU, 1979), 
proteases (DACKMAN et al., 1989) e lípases são investigadas. 
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Tabela 1 - Isolados bacterianos utilizados para os testes in vitro e suas respectivas 
origens. 
Isolados bacterianos Origem 
F01; F02; F03; F04; F05; F06; F07; F08; F09; F10; F11; F12; 
F13; F14; F15; F16; F17; F18; F19; F20; F21; F22; F23; F24; 
F25; F26; F27; F28; F29; F30; F31; F33; F34 
Rizoplano de figueira 
F36; F37; F38; F39; F40; F41; F42; F43; F45; F46; F47; F49; 
F50; F52; F53; F56; F57; F58; F59; F60; F61; F62; F63; F64; 
F65; F66; F67; F68; F69; F70; F71; F72; F73; F74; F75; F76; 
F78; F79; F80; F81; F82; F83; F84; F85; F86 
Rizosfera de figueira 
FB02; FB04; FB07; FB10; FB11; FB12; FB14; FB15; FB16; 
FB17; FB18; FB19; FB20; FB21; FB23; FB24; FB25; FB26; 
FB27; FB28; FB29; FB30; FB31; FB32; FB33; FB34; FB35; 
FB36; FB37; FB38; FB39; FB40; FB41; FB42; FB43; FB44; 
FB45; FB46; FB50; FB59; FB60; FB62; FB64; FB66; FB67; FB68 
Rochas de folhelhos 
pirobetuminosos 
 
Dos isolados obtidos (tab. 1), sete isolados foram considerados promissores, 
quanto à produção de substâncias relacionadas ao biocontrole de fitonematoides, 
pois foram capazes de produzir quatro dos cinco compostos avaliados (Fig. 1): 
lípases; proteases em caseína e gelatina; e amônia. Nenhum dos isolados foi capaz 
de produzir todos os cinco compostos testados e apenas o isolado F83 foi capaz de 
degradar a quitina (Tab. 2). Apenas 15% dos isolados de figueira e 26% dos 
isolados de rochas não produziram nenhum tipo de composto relacionado ao 
biocontrole de fitonematoides (Fig. 1). 
A produção de enzimas líticas por rizobactérias está associada, 
principalmente, a inição da eclosão dos nematoides, pois atua nos componentes 
estruturais dos ovos que são vitais para o desenvolvimento do embrião. 
A produção de amônia também é um fator importante devido ao seu efeito 
toxico aos nematoides (RODRIGUÉZ-KÁBANA et al., 1987) e foi observada na 
maioria dos isolados (54%) (Tab. 2). 
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Figura 1 - Produção de compostos relacionados ao biocontrole de fitonematoides por 
bactérias isoladas de raízes de figueira e de rochas de folhelhos pirobetuminosos. 
 
O tegumento da casca dos ovos de Meloidogyne sp. funciona como uma 
barreira que protege os embriões de agentes químicos e biológicos e é composta 
por três camadas: a mais externa chamada camada vitelínica, a camada quitinosa 
média formada por matriz protéica incorporado com microfibrilas de quitina e a 
camada lipídica interna (BIRD & McCLURE, 1976). A camada lipídica é responsável 
por manter a impermeabilidade da casca, enquanto a camada quitinosa fornece 
proteção à camada lipídica e resistência estrutural; e, a camada vitelina garante a 
uniformidade estrutural dos ovos (WHARTON, 1980). Em função de sua importância, 
a degradação dessas estruturas é um dos principais mecanismos de agentes 
biocontroladores que parasitam ovos e as enzimas responsáveis por esse processo 
são produzidas por diversos fungos (LOPEZ-LLORCA & ROBERTSON,1992; 
TIKHONOV et al., 2002; KHAN et al., 2004) e bactérias (MERCER et al., 1992). 
Os resultados encontrados no presente trabalho (Tab. 2) demonstram que a 
atividade ovicida predomina entre os isolados capazes de produzir proteases e 
lipases, corroborando que a produção de enzimas líticas por antagonistas está 
relacionada à capacidade de inibir a eclosão de nematoides. Embora apenas um dos 
isolados tenha produzido quitinase (F83), a produção de proteases foi frequente, 
sendo verificada em cerca de 39% dos isolados (Tab. 2). De forma semelhante, 
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Arduim (2006) avaliando a capacidade enzimática de isolados de raízes de figueira 
para o biocontrole de M. incognita, também constatou que esta foi a atividade 
enzimática mais frequente entre as bactérias deste ambiente. 
A protease é uma enzima importante visto que a camada vitelina,  primeira 
barreira de proteção do ovo, é basicamente composta de proteína e que toda 
estrutura da casca do ovo é composta por pelo menos 40% de proteína 
(WHARTON, 1980). Segundo Wei e colaboradores (2010), a produção de proteases 
é um excelente indicador para recrutamento de biocontroladores. Conforme seu 
trabalho, foi verificado correlação positiva altamente significativa entre a produção de 
proteases e o biocontrole de nematoides fitopatogênicos em experimentos em casa 
de vegetação, porém não foi constatada correlação entre produção de quitina e 
biocontrole in vivo. 
 
Tabela 2 - Potencial de bactérias isoladas de raízes de figueira e rochas de folhelhos 
pirobetuminosos para biocontrole de M. incognita baseado em testes de mortalidade, 
inibição da eclosão e capacidade de produzir compostos relacionados ao 
biocontrole.  
Trat. Q L G T A 
Nº comp. 
Prod. 
Mort. 24h 
(%) 
Mort. 48h 
(%) 
Eclosão(%**) 
Inibição 
eclosão (%) 
Salina       0,00j* 0,00m
1
 55,66f 0,00 
F01 - - - + - 1 12,29h 9,29j
1
 39,50d 29,03 
F02 - + + - + 3 2,00j 1,00m
1
 34,48c 38,05 
F03 - + - - + 2 14,13h 13,74i
1
 43,35d 22,11 
F04 - - - + - 1 7,47i 5,49m
1
 49,37e 11,30 
F05 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 34,48c 38,05 
F06 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 39,16c 29,63 
F07 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 46,38e 16,67 
F08 - + + + + 4 0,00j 0,00m
1
 13,63a 75,50 
F09 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 46,50e 16,46 
F10 - + + - - 2 0,00j 0,00m
1
 31,90c 42,68 
F11 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 29,65c 46,72 
F12 - - - + + 2 0,00j 0,00m
1
 34,17c 38,60 
F13 - + + + + 4 0,00j 15,67i
2
 19,77b 64,47 
F14 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 23,53b 57,71 
F15 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 20,88b 62,47 
F16 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 27,71c 50,21 
F17 - + - - + 2 0,00j 0,00m
1
 18,33b 67,06 
F18 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 30,21c 45,71 
F19 - + + + + 4 8,76i 11,54j
1
 36,57c 34,29 
F20 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 28,38c 49,01 
F21 - - + - + 2 0,00j 0,00m
1
 30,91c 44,45 
F22 - - - + - 1 8,77i 9,84j
1
 37,28c 33,01 
F23 - - - + + 2 10,38i 10,76j
1
 37,00c 33,52 
F24 - - - - - 0 0,00j 18,83h
2
 31,39c 43,60 
F25 - + + + + 4 4,09j 15,20i
2
 14,57a 73,81 
F26 - - - - - 0 56,93e 90,72c
2
 20,60b 62,98 
F27 - + + + - 3 0,00j 0,00m
1
 35,64c 35,96 
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continuação Tab. 2 
Trat. Q L G T A 
Nº comp. 
Prod. 
Mort. 24h 
(%) 
Mort. 48h 
(%) 
Eclosão(%**) 
Inibição 
eclosão 
(%) 
F28 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 47,97e 13,81 
F29 - + + - - 3 0,00j 0,00m
1
 55,50f 0,29 
F30 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 17,88b 67,86 
F31 - - + - + 2 0,00j 0,00m
1
 45,20d 18,78 
F33 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 43,58d 21,69 
F34 - - - - - 0 0,00j 10,39j
2
 25,57b 54,06 
F36 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 37,79c 32,10 
F37 - - - + - 1 0,00j 0,00m
1
 42,07d 24,41 
F38 - + - - + 2 0,00j 0,00m
1
 37,83c 32,03 
F39 - + - - + 2 0,00j 0,00m
1
 22,20b 60,11 
F40 - + - - + 2 0,00j 0,00m
1
 47,94e 13,86 
F41 - - - - - 0 2,00j 12,51j
2
 40,00d 28,14 
F42 - - - - + 1 56,75e 72,02d
2
 32,06c 42,40 
F43 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 40,90d 26,51 
F45 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 30,58c 45,04 
F46 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 48,82e 12,29 
F47 - + + - + 3 59,6e 66,93e
1
 44,99d 19,16 
F49 - - - - - 0 0,00je 0,00m
1 
36,21c 34,94 
F50 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 30,20c 45,73 
F52 - - + - - 1 0,00j 0,00m
1
 60,50f -8,70 
F56 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 19,11b 65,67 
F57 - - - + - 1 0,00j 0,00m
1
 32,04c 42,42 
F58 - - - + - 1 0,00j 0,00m
1
 33,89c 39,11 
F59 - + + + + 4 0,00j 0,00m
1
 24,41b 56,13 
F60 - - + + + 3 0,00j 0,00m
1
 33,87c 39,13 
F61 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 33,53c 39,75 
F63 - - + - - 1 0,00j 0,00m
1
 48,14e 13,51 
F64 - - - + + 2 98,92a 98,87a
1
 29,50c 47,00 
F65 - + - - + 2 0,00j 0,00m
1
 24,63b 55,73 
F66 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 46,24e 16,91 
F67 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 55,86f -0,37 
F68 - + - - + 2 0,00j 0,00m
1
 47,61e 14,45 
F69 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 42,83d 23,05 
F70 - - + - - 1 0,00j 0,00m
1
 28,38c 49,01 
F71 - + + - + 3 78,07d 86,82c
1
 38,71c 30,45 
F72 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 33,42c 39,94 
F73 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 60,77f -9,19 
F74 - + + - + 3 0,00j 0,00m
1
 47,65e 14,38 
F75 - - - + - 1 96,58b 99,0a
1
 7,55a 86,53 
F76 - + + + - 3 100,00a 100a
1
 23,35b 58,04 
F77 - + - + - 2 0,00j 0,00m
1
 19,69b 64,62 
F78 - - - + - 1 97,33b 99,99a
1
 0,00a 100,00 
F79 - - - + + 2 0,00j 0,00m
1
 25,59b 54,01 
F80 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 47,14e 15,30 
F81 - + + + + 4 0,00j 0,00m
1
 38,28c 31,22 
F82 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 49,07e 11,84 
F83 + - - - - 1 0,00j 0,00m
1
 49,46e 11,14 
F84 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 54,94f 1,28 
F85 - + - - + 2 0,00j 0,00m
1
 40,21d 27,75 
F86 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 26,14b 53,02 
FB02 - + - + + 3 0,00j 0,00m
1
 26,00b 53,29 
FB04 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 31,32c 43,73 
FB07 - - - + - 1 0,00j 0,00m
1
 47,44e 14,75 
FB10 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 41,28d 25,83 
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FB11 - + - - - 1 0,00j 0,67m
1
 42,19d 24,18 
FB12 - - - + + 2 0,00j 0,00m
1
 46,05e 17,26 
conclusão Tab. 2 
Trat. Q PL PG L A 
Nº comp. 
Prod. 
Mort. 24h 
(%) 
Mort. 48h 
(%) 
Eclosão(%**) 
Inibição 
eclosão 
(%) 
FB14 - - - + + 2 1,53j 2,61m
1
 34,81c 37,44 
FB15 - - - + + 2 0,00j 0,00m
1
 44,65d 19,76 
FB16 - - - + + 2 0,00j 0,00m
1
 37,47c 32,67 
FB17 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 26,42b 52,53 
FB18 - - - + + 2 0,00j 0,00m
1
 49,55e 11,07 
FB19 - - - - + 1 1,00j 4,53m
1
 49,50e 11,07 
FB21 - - - - - 0 0,00j 1,59m
1
 42,50d 23,64 
FB23 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 29,73c 46,57 
FB24 - - + + + 3 29,66g 30,67g
1
 46,61e 16,26 
FB25 - - - - + 1 1,52j 0,00m
1
 27,21b 51,11 
FB26 - + + + + 4 0,00j 0,00m
1
 50,00e 10,17 
FB27 - + + - + 3 81,88c 85,84c
1
 24,03b 56,82 
FB28 - - + + + 3 0,00j 10,31j
2
 54,76f 1,62 
FB30 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 50,40e 9,44 
FB31 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 50,86e 8,62 
FB32 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 40,82d 26,66 
FB33 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 44,17d 20,64 
FB34 - - - - + 1 95,5b 97,35b
1
 58,89f -5,81 
FB35 - - - - + 1 3,05j 3,94m
1
 30,35c 45,46 
FB36 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 46,91e 15,72 
FB37 - + - + + 3 0,00j 0,00m
1
 45,77e 17,76 
FB38 - - - - + 1 1,00j 1,51m
1
 44,00d 20,95 
FB39 - - - - + 1 99,44a 97,90b
1
 51,76e 7,00 
FB40 - - + - + 2 1,55j 2,70m
1
 44,14d 20,70 
FB41 - - - - - 0 0,00j 5,00m
2
 41,84d 24,82 
FB42 - - - - - 0 5,09j 9,54j
1
 47,13e 15,32 
FB43 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 48,22e 13,36 
FB44 - - - - - 0 36,02f 38,35f
1
 40,57d 27,11 
FB45 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 19,69b 64,62 
FB50 - - - - - 0 0,55j 0,00m
1
 43,87d 21,18 
FB59 - - - - + 1 0,00j 0,00m
1
 15,90a 71,43 
FB60 - - + + - 2 83,84c 96,00b
2
 28,66c 48,50 
FB62 - - - + + 2 86,2c 96,88b
2
 21,00b 62,27 
FB64 - - - + + 2 0,00j 0,00m
1
 27,03b 51,44 
FB66 - - - - - 0 0,00j 0,00m
1
 27,61c 50,39 
FB67 - - - - - 0 0,00j 9,00j
1
 44,45d 20,13 
FB68 - - + - - 1 0,00j 0,00m
1
 13,62a 75,52 
C.V.%       25,24 15,08 5,34  
Q- Produção de quitinases, PL-Produção de proteases em leite de litmus. PG- produção de proteases 
em gelatina, L- produção de lipases em Tween 80 e A- produção de amônia. 
*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5 % de 
probabilidade; ** valores originais transformados em arc sen 100/x ; 
1
 e 
2
, não significativo e 
significativo, respectivamente, pelo teste de t (P≤0,05), comparando os períodos de incubação. 
 
A produção de vários compostos pode refletir na capacidade de biocontrole 
dos isolados. Nesse sentido, observou-se que entre os isolados que produziram 
quatro compostos relacionados ao biocontrole (proteases em dois substratos, 
lípases e amônia), todos apresentaram percentagens de inibição da eclosão maiores 
que 50% (Tab. 2). Mas, apesar da importância das enzimas líticas e da amônia, 
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sabe-se que outros mecanismos de biocontrole podem estar presentes, justificando 
a importância de avaliar os isolados quanto ao efeito sobre a mortalidade e eclosão 
dos nematoides. 
 
2.3.2 Avaliação efeito nematicida in vitro dos isolados bacterianos sobre 
juvenis de segundo estádio de Meloidogyne incognita 
 
Em relação à atividade nematicida dos isolados sobre os J2 de M. incognita, 
somente 18, (14%), demonstraram algum efeito após 24 h de incubação, sendo que, 
10 desses isolados, apresentaram índices de mortalidades de J2, superiores a 70%, 
sendo considerados potenciais biocontroladores, com destaque para o isolado F76 
que atingiu 100% de mortalidade em 24 horas, e os isolados FB39, F64, F78, F75, 
FB34 percentagens de mortalidades superiores a 95% (Tab. 2). 
Após 48 horas de incubação, a maioria dos isolados bacterianos, manteve o 
mesmo índice de mortalidade do nematoide (P>0,05) observado em 24 h de 
incubação. No entanto, alguns isolados apresentaram um aumento significativo na 
mortalidade dos J2 de M. incognita após 48 h de incubação (Tab. 2). 
Apesar da relação entre produção de enzimas líticas e amônia e controle 
biológico de nematoides, observou-se que vários isolados apresentaram altas taxas 
de mortalidade, mesmo produzindo um reduzido número de compostos relacionados 
ao biocontrole (Tab. 2) indicando a presença de outras estratégias para biocontrole 
diferentes daquelas aqui estudadas. Ruanpanun e colaboradores (2011) 
demonstraram o efeito de diversos compostos obtidos a partir estreptomicetos sobre 
a eclosão e mortalidade de juvenis de M. incognita, ressaltando a eficiência de 
substâncias nematicidas produzidas por biocontroladores como a fervulina. 
Em trabalho semelhante, Arduim (2006), obteve diversos isolados de raízes 
de figueira, que resultaram em até 86% de mortalidade de e 77% de inibição da 
eclosão de J2 de M. incognita, sendo essas valores atribuídos, principalmente, á 
produção de enzimas; porém, alguns isolados não produziram nenhum tipo de 
enzima e foram promissores quanto à inibição da eclosão de M. incognita in vitro. 
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2.3.3 Avaliação dos isolados quanto à capacidade de inibição in vitro da 
eclosão de juvenis de segundo estádio de Meloidogyne incognita 
 
Quanto ao efeito das bactérias sobre os ovos de M. incognita, 28 isolados 
(22% das bactérias testadas) reduziram em 50% ou mais a eclosão em relação à 
testemunha, sendo cinco desses (F08, F25, F75, FB68 e FB59) reduzindo a eclosão 
de J2 em mais de 70%, em relação a testemunha. Contudo, alguns isolados 
apresentaram efeito benéfico a M. incognita, incrementando em até 9% o percentual 
de J2 eclodidos (Tab. 2).  
Entre as bactérias que se destacaram na produção de compostos 
relacionados ao biocontrole de fitonematoides, produzindo quatro compostos, quatro 
deles (F08, F13, F25 e F59), foram capazes de inibir a eclosão em mais de 50% 
(Tab. 2). 
Porém, alguns isolados que apresentaram efeito ovicida significativo, não 
foram capazes de produzir a maioria dos compostos testados. Assim, o isolado F78 
que inibiu 100% a eclosão dos juvenis, porém produziu apenas lípases. Isso indica a 
importância de outros mecanismos de controle como compostos tóxicos aos 
nematoides (DICKLOW et al., 1993; MISHRA et al., 1987; SAMAC e KINDEL 2001; 
SUN et al., 2006).  
De acordo com os resultados obtidos nos testes de mortalidade e eclosão, 
14 bactérias foram consideradas mais promissoras, produzindo pelo menos um 
composto relacionado ao biocontrole de fitonematoides e altos níveis de mortalidade 
ou redução da eclosão (Fig. 2), sendo então selecionadas para a condução de 
ensaios de biocontrole do nematoide das galhas em figueira, in vivo. 
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Figura 2 - Desempenho de bactérias selecionadas in vitro para controle de M. 
incognita quanto a produção de compostos relacionados ao biocontrole de 
nematoides, inibição da eclosão e mortalidade de Meloidogyne incognita. 
 
2.3.4 Avaliação dos isolados, selecionados in vitro para controle de 
Meloidogyne incognita, quanto à produção de compostos relacionados a 
promoção de crescimento de plantas 
 
Entre as bactérias selecionadas como potencial biocontrolador de M. 
incognita, não foi observado à produção de substâncias relacionadas à promoção do 
crescimento (Tab. 3). 
 
 
 
Isolados  
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Tabela 3 - Produção de compostos relacionados à promoção de crescimento de 
plantas por 14 bactérias selecionadas in vitro quanto ao efeito nematicida e ovicida 
sobre juvenis e ovos de Meloidogyne incognita, respectivamente. Resultados 
negativos (-). 
Isolado 
Produção de 
auxinas 
Produção de 
sideróforos 
Solubilização de 
fosfato 
F08 - - - 
F25 - - - 
F64 - - - 
F71 - - - 
F75 - - - 
F76 - - - 
F78 - - - 
FB27 - - - 
FB34 - - - 
FB39 - - - 
FB59 - - - 
FB60 - - - 
FB62 - - - 
FB68 - - - 
 
2.3.5 Caracterização morfológica e bioquímica dos isolados bacterianos 
 
Através da caracterização dos isolados, selecionadas in vitro quanto ao 
efeito nematicida e ovicida sobre M. incognita, constatou-se que as bactérias 
selecionadas, são predominantemente Firmicutes, sendo apenas um isolado de 
Proteobacterias (Tab. 4).  
 
Tabela 4 - Arranjos, morfologia e características tintoriais de bactérias selecionadas 
in vitro para controle de Meloidogyne incognita 
Isolados Descrição  
F08 Bacilos Gram positivos 
F25 Diplo bacilos Gram positivos 
F64 Bacilos Gram positivos 
F71 Bacilos Gram positivos com esporos 
F75 Bacilos Filamentosos Gram positivos 
F76 Bacilos Filamentosos Gram positivos 
F78 Bacilos Filamentosos Gram positivos 
FB27 Bacilos Gram positivos 
FB34 Bacilos Gram positivos 
FB39 Cocos em tetrades Gram positivos 
FB59 Bacilos Gram negativos 
FB60 Cocos Gram positivos 
FB62 Cocos Gram positivos 
FB68 Cocos Gram positivos 
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Entre os isolados selecionados como potenciais biocontroladores de M. 
incognita predominaram bactérias Gram positivas, porém não existem relatos na 
literatura que evidenciem uma prevalência de biocontroladores nesse grupo 
específico, contudo, verifica-se que quanto ao gênero, Pasteuria spp., Bacillus spp., 
Streptomyces spp., Pseudomonas spp. e Serratia spp., são as rizobactérias 
biocontroladoras relatadas com mais freqüência (SIDDIQUI & MAHMOOD, 1999; 
SILVEIRA & FREITAS, 2007). 
Os isolados selecionados in vitro para controle biológico de M. incognita 
apresentaram variação em relação à capacidade de metabolizar diferentes 
substratos (Fig. 3), essa característica está relacionadas a capacidade de competir 
com a microbiota autóctone do solo, influenciando o desempenho dos 
biocontroladores (JJEMBA; ALEXANDER, 1999). Nesse sentido, o isolado F08 do 
rizoplano apresentou maior eficiência metabolizando mais de 70% das fontes de 
carbono testadas (Fig. 3). 
 
 
 
 
Figura 3 - Eficiência metabólica relativa de bactérias selecionadas in vitro para 
controle biológico de Meloidogyne incognita 
 
 
2.3.6 Identificação dos isolados através de sequenciamento de DNA 
 
O protocolo de extração e os reagentes utilizados permitiram a extração de 
DNA bacteriano de todos os 14 isolados testados (Fig. 4).  
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Figura 4 - Gel de agarose com DNA extraído de bactérias selecionadas para 
controle biológico de Meloidogyne incognita. 
 
Os primers utilizados foram eficientes, amplificando o DNA de todos os 
isolados (Fig. 5), auxiliando a identificação da maioria dos isolados, proporcionando 
a identificação, ao nível de espécie, de Microbacterium trichothecenolyticum 
(YOKOTA et al.) Takeuchi and Hatano (F64), Bacillus megaterium (de Bary) (FB27), 
Arthrobacter oxydans (Sguros 1954) (FB34), Micrococcus luteus (Schroeter 1872) 
Cohn 1872 (FB39), Pseudomonas denitrificans (Christensen 1903) Bergey et al. 
(FB59), Janibacter terrae (YOON et al.) Lang et al. (FB62) e Gordonia westfalica 
(Linos et al. 2002) (FB68); e em nível de gênero para os isolados F08, F25, F71 
(Bacillus sp.), F76 e F78 (Streptomyces sp.) (Tab. 4). Contudo os isolados F75 e 
FB60 não apresentaram sequências significativas (Tab. 5). 
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Figura 5 - Gel de agarose com fragmentos obtidos por reação em cadeia de 
polimerase utilizando os primers 27F e 1492R. 
 
A identificação dos micro-organismos selecionados para biocontrole de M. 
incognita é importante no sentido de aprofundar a compreensão sobre os 
biocontroladores testados. No campo da ecologia microbiana, a reação em cadeia 
de polimerase (PCR) tem sido amplamente utilizada para a amplificação, detecção e 
quantificação de seqüências de DNA desde a sua introdução (OLSEN et al., 1986; 
SCHMIDT et al., 1991), ampliando o conhecimento sobre a biodiversidade 
microbiana (SHARKEY et al., 2004; STEFFAN, 1991). Além disso, a identificação 
dos isolados pode ser um passo importante para evitar a seleção de bactérias 
patogências ao homem. 
Em virtude da diversidade das bactérias estudadas, optou-se por usar 
primers universais que amplificam regiões conservadas do gene 16S rDNA para 
facilitar a posterior identificação das espécies, Os primers 27F e 1492R são muito 
utilizados para esse fim, Embora, algumas vezes, apresentem incompatibilidade que 
ocorre a nível de gêneros mas não de filos (MAO et al., 2012). Nenhum dos isolados 
avaliados apresentou esse tipo de incompatibilidade, porém alguns obtiveram 
seqüências muito pequenas, em torno de 100pb, que não foram significativas para 
comparação. Frank e colaboradores (2008) propuseram uma modificação no primer 
27F, que pode aumentar significativamente sua eficiência. 
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Tabela 5 - Identificação de bactérias selecionadas in vitro para controle de 
Meloidogyne incognita por seqüenciamento de região conservada de 16S rRNA 
Isolado 
Tamanho da 
seqüência 
obtida 
Descrição 
% de 
identidade 
F08  746  Bacillus sp.  99  
F25  765  Bacillus sp.  99  
F64  309  Microbacterium trichothecenolyticum  90  
F71  500  Bacillus sp.  99  
F75  NS  -  -  
F76  572  Streptomyces sp.  97  
F78  468  Streptomyces sp.  97  
FB27  636  Bacillus megaterium  98  
FB34  707  Arthrobacter oxydans  94  
FB39  785  Micrococcus luteus  98  
FB59  351  Pseudomonas denitrificans  96  
FB60  NS  - -  
FB62  633  Janibacter terrae  99  
FB68  740  Gordonia westfalica  99  
NS- Fragmentos não significativos para identificação. 
 
Considerando-se que alguns isolados não foram identificados ao nível de 
espécie utiliando-se os primers 27F e 1492R, o uso de novos primers mais 
específicos ou modificações nos primers utilizados são necessários para novo 
seqüenciamento e identificação de espécies. Bactérias dos gêneros Bacillus sp. e 
Streptomyces sp. podem apresentar  porcentagens de identidade acima de 99,5% 
com espécies do mesmo gênero próximas, utilizando este par de primers, o que não 
permite sua identificação a nível de espécie (FOX et al., 1992; SACCHI et al., 2002). 
Sendo assim, novos seqüenciamentos com primers específicos para bactérias 
destes gêneros e provas bioquímicas podem são necessários para identificação 
destes isolados a nível de espécie. 
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2.4 Conclusões 
 
a) Alguns isolados bacterianos provenientes de raízes de figueira e rochas 
de folhelhos pirobetuminosos são capazes de produzir compostos 
relacionados ao biocontrole de M.incognita e apresentam atividade 
nematicida/nematóstática in vitro. 
b) A caracterização molecular de bactérias através de reação de PCR e 
sequênciamento da Região 16S rRNA, associada aos métodos 
bioquímicos, facilitou o processo de identificação dos isolados 
selecionados para biocontrole de M. incognita. 
 
  
 
 
 
 
 
3 CAPITULO 2 
AVALIAÇÃO DE ISOLADOS BACTERIANOS PREVIAMENTE SELECIONADOS IN 
VITRO NO BIOCONTROLE DE Meloidogyne incognita EM FIGUEIRA. 
 
3.1 Introdução 
 
A figueira é uma frutífera cosmopolita, pois apesar de ser considerada uma 
espécie originária de regiões de clima temperado, apresenta boa adaptação a uma 
grande quantidade de climas e de solos, desde as regiões de clima frio do 
Hemisfério Norte até regiões com temperaturas elevadas, como o Nordeste 
Brasileiro (ALVARENGA, 1995; MEDEIROS, 2002). 
A cultura é tradicionalmente apreciada pelos seus frutos, que são utilizados 
na produção de doces tradicionais ou consumidos in natura, mas, além disso, 
também é valorizada devido a diversas propriedades nutracêuticas. Os frutos 
apresentam propriedades antioxidantes e bactericidas (OLIVEIRA et al., 2009), 
elevado teor de cálcio, ferro, potássio e fibras alimentares (SLAVIN, 2006). Ademais, 
as folhas e o látex da planta apresentam diversas propriedades como efeito 
imunomodulador (PATIL; BHANGALE; PATIL, 2010) e hepatoprotetor (KRISHNA et 
al., 2007). 
O Brasil é considerado o maior produtor de figos da América do Sul (FAO, 
2013). Os principais estados produtores são o Rio Grande do Sul, São Paulo e 
Minas Gerais, sendo a produção paulista, destinada principalmente, para o mercado 
de frutas “in natura” e dos outros estados, para o processamento industrial 
(LEONEL, 2008). Em 2011 a safra gaúcha foi de 13.880 toneladas, o que 
correspondeu a cerca de 53% da produção nacional (IBGE, 2013), superando os 
resultados do censo agropecuário anterior, onde a produção do estado representava 
39,42% da produção brasileira (LEONEL, 2008). A produção gaúcha destaca-se, 
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também, por sua importância para agricultura familiar, visto que os pomares são 
pequenos, com média de dois hectares por produtor IBGE (2013). 
Mas, apesar de sua expressão econômica a cultura enfrenta dificuldades em 
relação ao manejo fitossanitário, principalmente em relação ao controle de 
nematoides (GOMES et al., 2009). Dentre esses, já foram relatados em figueira, no 
Brasil, Aphelenchoides sp., Aphelenchus avenae (Bastian), Criconemella onoensis 
(Luc), C. sphaerocephala (Taylor.), Helicotylenchus dihystera (Cobb.), Heterodera fici 
(Kirjanova), Pratylenchus brachyurus (Godfrey), P. zeae (Graham), Meloidogyne 
javanica  (Treub) e M. incognita (KOFOID & WHITE) Chitwood (CAMPOS, 1997).  
Contudo, o nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) é considerado o mais 
importante entre as pragas de solo, pois limita seriamente a produção (McSORLEY, 
1981; McSORLEY, 1992; El-BORAI & DUNCAN, 2005; ABRANTES et al., 2008). 
Levantamentos de Lima-Medina e colaboradores (2013) demonstram ainda, que M. 
incognita está amplamente distribuído no Rio Grande do Sul, ocorrendo em todos os 
pomares amostrados, com destaque para o fenótipo esterástico I2 que é o mais 
frequente. 
Os danos ocasionados pelo nematoide das galhas podem ser mais severos 
do que os da ferrugem (Cerotelium fici Cast.) e demais doenças. As galhas 
decorrentes do parasitismo de Meloidogyne spp. alteram o funcionamento das 
raízes, reduzindo o fluxo de fotoassimilados (CARNEIRO; MAZZAFERA; FERRAZ, 
1999) refletindo na taxa fotossintética e produtividade da planta, com diminuição na 
qualidade dos frutos, direcionando o produtor a substituir as plantas em menor 
espaço de tempo (ROSSI, 2002). Ademais, as lesões radiculares facilitam a infecção 
por outros patógenos e podem resultar no deslocamento do córtex radicular, 
paralisação do crescimento, rachaduras e deformação das raízes. Em resposta às 
lesões radiculares, a planta pode emitir novas raízes, mas quando a infestação é 
intensa a figueira fica enfraquecida e pode morrer (BUENO; GONÇALVES; 
ASCÊNCIO, 2006). 
Além dos danos expressivos, os nematoides do gênero Meloidogyne são 
considerados de difícil controle devido à alta capacidade reprodutiva, ampla gama 
de hospedeiros e capacidade de adaptação a diferentes condições e ecossistemas 
(FERRAZ, 1985).  
Uma das formas mais eficientes de controle é a utilização de variedades 
resistentes. Mas, apesar de existirem aproximadamente 25 cultivares de figueira no 
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Brasil, a cultivar, 'Roxo de Valinhos', extremamente sensível ao nematoide das 
galhas (LIMA-MEDINA et al., 2006), é a cultivar mais utilizada no país, por ser uma 
rústica, vigorosa, produtiva, adaptada ao clima e ao sistema de poda drástica 
(ALVARENGA, 1995). 
A ausência, no mercado brasileiro, de agrotóxicos registrados para uso na 
cultura de figueira (AGROFIT, 2013) agrava essa situação. Além disso, as práticas 
culturais disponíveis como a adubação, utilizadas para reduzir a severidade da 
doença, apresentam custo alto e são incompatíveis com os lucros do produtor 
(MEDEIROS, 2002), o que tem contribuído seriamente pela estagnação da produção 
brasileira e da área plantada (IBGE, 2013). 
Considerando as dificuldades encontradas para o controle do nematoide das 
galhas, na figueira, em nossas condições; o manejo integrado desta praga através 
do uso de agentes de controle biológico pode ser uma alternativa de manejo da 
doença. Assim, a avaliação da eficiência destes métodos in vivo, assim como o 
estudo dos mecanismos de ação dos biocontroladores sobre nematoides são 
importantes para o desenvolvimento de estratégias de controle adequadas à cultura 
da figueira nos pais. 
O controle biológico de nematoides é considerado uma técnica aplicada na 
redução dos danos causados por estes organismos, por meio da ação de agentes 
antagonistas (SILVEIRA, et al., 2001). Essa redução de danos pode ocorrer em 
função da diminuição na população dos nematoides e/ou pela redução da 
capacidade desses fitoparasistas de causarem danos a cultura. Essa redução pode 
ocorrer naturalmente pela presença de antagonistas na microbiota do solo e da 
planta hospedeira (NAVES; CAMPOS, 1991; HALLMAN; SIKORA, 1996); pode 
requerer a manipulação do ambiente, favorecendo o desenvolvimento de 
antagonistas presentes (SARATHCHANDRA et al., 1996) ou, a introdução em 
massa de antagonistas, produzidos em condições controladas (PRAKOB et al., 
2009).  
Diversos agentes de biocontrole têm sido avaliados para controle de 
fitonematoides, incluindo bactérias (FREITAS, CARNEIRO, 2000; GOMES et al., 
2002), fungos (OLIVEIRA et al. 2009; MAIA et al., 2001) dentre outros inimigos 
naturais, além de vários compostos bioativos extraídos desses organismos 
antagonistas (LI et al., 2007) e de plantas (GARDIANO et al., 2009). 
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As pesquisas visando à aplicação de bactérias no controle de nematoides 
estão voltadas principalmente para componentes da rizosfera com capacidade de 
modificar este ambiente, afetando direta ou indiretamente os fitonematoides 
(MACHADO et al., 2012). Estudos de Arduin e colaboradores (2006) e Santos et al. 
(2006) já demonstraram o potencial de rizobactérias isoladas de figueira na inibição 
de M. incognita in vitro e in vivo. Contudo, estudos sobre bactérias isoladas de 
outros habitats, e estudos in vivo considerando a capacidade desses micro-
organismos competirem com a microbiota autóctone do solo, promover crescimento 
e induzir resistência, precisam ser ampliados e melhor explorados para adequação 
ao patossistema figueira- nematoide das galhas. 
As rizobactérias, também conhecidas como “plant growth-promoting 
rhizobacteria” (PGPR), são bactérias que colonizam as raízes das plantas na 
presença da microbiota nativa do solo (SCHROTH, HANCOCK, 1982) podendo 
promover o crescimento da planta e/ou atuar no controle biológico de patógenos 
fitoparasitas (KLOEPPER; SCHROTH, 1978). 
O controle de nematoides por rizobactérias pode envolver vários processos, 
como: parasitismo; produção de enzimas e metabólitos tóxicos que podem atuar 
como nematicidas e/ou afetar o movimento do nematoide; inibição de eclosão de 
juvenis dos ovos. e interferência no processo de reconhecimento planta-hospedeiro 
afetando a penetração dos juvenis nas raízes; indução de resistência da planta e/ou 
produção de substâncias que favoreçam o desenvolvimento saudável da espécie 
vegetal (OKA et al., 1993; MANKAU 1980; STIRLING 1991; SIDDIQUI & MAHMOOD 
1999; TIAN et al. 2007; CHEN et al., 1995; LIU et al., 1995a,b). 
Provavelmente vários mecanismos de ação dessas bactérias atuam em 
sinergismo para controle dos nematoides, embora poucos sejam mais proeminentes. 
Entre esses mecanismos, o aspecto biocontrole de fitopatógenos é frequentemente 
destacado em pesquisas (BECKER et al., 1988; WESTCOTT; KLUEPFEL, 1993; 
CRONIN et al., 1997; CAMPOS et al., 1998; CARNEIRO et al., 1998; SIDDIQUI et 
al., 2001; NAVES et al., 2004; PARK et al., 2004; SIDDIQUI; SHAUKAT, 2004; 
COIMBRA et al., 2005; SOUSA et al., 2005).  
Apesar de todos os relatos, a respeito do potencial biocontrolador dessas 
bactérias, existem muitas dúvidas em relação à distribuição, diversidade e modo de 
ação dos micro-organismos associados às plantas agrícolas. Isso ocorre, em parte, 
devido às dificuldades de identificar microorganismos e isolar populações 
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representativas (PROSSER, 2002). Além disso, aqueles isolados que conseguem 
crescer em meio de cultura não são necessariamente metabólicos ou 
numericamente dominantes no meio de origem (NANNIPIERI et al., 2003), e, muitas 
vezes não alcançam os resultados esperados, ou demonstrados in vitro, pois não 
são capazes de competir com a microbiota autóctone do solo. 
Nesse sentido é importante avaliar a eficácia de rizobactérias em condições 
mais próximas as condições de campo, simulando a competição com os demais 
micro-organismos do solo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial 
de bactérias selecionadas in vitro para o controle de M. incognita quanto à 
capacidade de reduzir os danos causados pelo nematoide in vivo, em plantas de 
figueira cultivadas em solo naturalmente infestado, em casa de vegetação. 
 
3.2 Metodologia 
 
Para verificar o potencial dos isolados bacterianos no controle M. incognita, 
foram realizados dois ensaios em casa de vegetação, na Embrapa Clima 
Temperado, Pelotas-RS. No primeiro, os 14 isolados bacterianos que apresentaram 
maior efeito nematicida e redução na eclosão de J2 de M. incognita, in vitro 
(Capítulo 1, item 2.3.1 e 2.3.2), foram testados no tratamento prévio de mudas de 
figueira cv Roxo de Valinhos cultivadas, em solo naturalmente infestado. No 
segundo ensaio, somente dois isolados, considerados mais promissores quanto à 
capacidade de inibir a eclosão e quanto ao efeito nematicida em testes in vitro, 
foram avaliados quanto seu potencial biocontrolador no tratamento do solo 
naturalmente infestado com M. incognita, antes do plantio de mudas de figueira cv 
Roxo de Valinhos, em vaso, em casa de vegetação. 
 
3.2.1 Obtenção de mudas de figueira cultivar roxo de valinhos 
 
Para obtenção de microestacas de figueira cv Roxo de Valinhos, ramos de 
0,5-1,0 cm de diâmetro foram extraídos de plantas mantidas em casa de vegetação, 
no início do mês de julho/2012. A seguir, microestacas de 3 a 5 cm de comprimento 
foram retiradas da parte intermediária dos ramos. Cada microestaca sofreu uma 
pequena lesão lateral na parte inferior na casca e foi imersa cerca de 1 cm de sua 
extremidade, em gel para enraizamento Clonex® (0,3% ácido indol butírico) durante 
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30 seg. Em seguida, as microestacas foram colocadas em copos de 300 mL 
contendo solo autoclavado e mantidas em casa de vegetação (Fig. 6). 
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Figura 6 - Preparo das mudas por microestaquia: A- Corte de parte do caule para 
obtenção de estacas; B- Tratamento das estacas por imersão em gel para 
enraizamento; C- Estacas dispostas no solo. 
 
3.2.2 Origem e característica do solo utilizado 
 
O solo utilizado nos experimentos (solo franco-arenoso, 14% de argila, 
19,6% de silte, 66,7% de areia e textura= 4,0), foi proveniente de um pomar de 
figueiras cv. Roxo de Valinhos, naturalmente infestado com M. incognita (Est. I2) e 
outros nematoides, e, situado na localidade de Vila Nova, Pelotas-RS (Fig. 7) 
 
 
Figura 7 - Pomar de figueira infestado com Meloidogyne incognita cujo solo foi 
utilizado para realização do trabalho, as setas indicam locais onde foi realizado o 
replantio de mudas. 
 
A B C 
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3.2.3 Avaliação da nematofauna 
 
O solo coletado (item 3.2.2) foi levado a Embrapa Clima Temperado, 
homogeneizado, e processado para determinação da população inicial dos 
diferentes nematoides fitoparasitas e de vida-livre/250cm3 de solo. Para tanto, quatro 
alíquotas de 250cm3 desse solo foram processadas para extração dos nematoides 
(JENKINS, 1964).  A caracterização e confirmação da espécie de Meloidogyne 
presente no local foram realizadas pela extração de fêmeas leitosas das raízes de 
figueira e posterior e avaliação da isoenzima esterase em eletroforese (CARNEIRO; 
ALMEIDA, 2001). Os demais gêneros fitoparasitas e de vida livre foram identificados 
através de observações microscópicas das características morfológicas, utilizando-
se a chave de Mai (1996) e por meio da chave de diagnóstico interativo de 
nematoides parasitas de plantas, vida livre e predadores (UNL NEMATOLOGY LAB, 
2012). 
 
3.2.4 Avaliação das características químicas do solo 
 
Antes e após realização dos experimentos, amostras de solo foram 
encaminhadas ao laboratório de fertilidade do solo da Universidade Federal de 
Santa Maria, a fim de se realizar as respectivas análises químicas das amostras. O 
carbono orgânico (matéria orgânica) foi determinado pelo método Walkley-Black 
conforme Alisson (1965). Os cátions trocáveis (Ca, Mg, Na, Al, e Mn) e o pH em 
água foram analisados pelas metodologias descritas por Tedesco et al. (1995). O 
fósforo e o potássio foram determinados pelo método Mehlich conforme Tedesco et 
al. (1995), e a acidez potencial (H + Al), conforme descrito por Embrapa (1999). 
 
3.2.5 Preparo da suspensão bacteriana 
 
Para obtenção de suspensões bacterianas, os isolados selecionados (Tab. 
3), mantidos em culturas puras a 4oC, foram repicados para meio 523 de Kado; 
Heskett (1970) e incubados a 25ºC por 24 a 48 h. Alternativamente, os isolados de 
actinomicetos foram cultivados em meio Amido Caseína Agar - ACA (2,0 g KNO3, 
2,0 g NaCl, 2,0 g K2HPO4, 0,05 g MgSO47H2O,  0,02 g CaCO3, 0,01 g FeSO4.7H2O, 
10 g amido, 0,3 g caseína, 15,0 g ágar, 1000 mL de água destilada) durante 96 h. 
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Após a incubação, realizou-se a raspagem do meio de cultura das placa contendo os 
respectivos isolados com alças de Drigalski estéreis e suspensão em solução salina 
(NaCl 0,85%) estéril. A seguir, as suspensões foram calibradas em 
espectrofotômetro a partir da leitura da absorbância no comprimento de onda de 540 
nanômetros, sendo padronizadas em A=0,5. 
 
3.2.6 Ensaio 1: Microbiolização de mudas de figueira cv Roxo de Valinhos com 
isolados bacterianos para controle de M. incognita 
 
3.2.6.1 Tratamento de mudas de figueira 
 
Para microbiolização, foram utilizadas mudas de figueira com quatro meses 
de idade, dispostas em copos plásticos de 300mL, que receberam duas aplicações 
de 30mL de suspensão bacteriana OD=0,5, diretamente no solo com intervalo de 15 
dias entre cada aplicação. As testemunhas, nas mesmas condições, receberam 
apenas solução salina (Fig. 8). 
 
 
Figura 8 - Mudas separadas, em blocos, de acordo com o tratamento após segunda 
aplicação das suspensões bacterianas ou solução salina. 
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3.2.6.2 Transplante das mudas 
 
Decorridos 15 dias após a última microbiolização, as mudas de figueira 
foram transplantadas para vasos contendo 2,8kg de solo naturalmente infestado por 
nematoides, com um inoculo estimado em 5.850 J2 de M. incognita, 3.280 
Helicotylenchus sp e 3.830 nematoides de vida-livre. Cada tratamento foi composto 
de seis repetições contendo uma planta/vaso. Foram utilizados dois tratamentos 
para as testemunhas; no primeiro, mudas tratadas apenas com solução salina, 
foram transplantadas para vasos contendo solo da mesma origem dos demais, 
porém previamente autoclavado; no segundo, mudas tratadas apenas com solução 
salina foram transplantadas para solo naturalmente infestado, assim como os 
demais tratamentos. 
 
3.2.7 Ensaio 2: Potencial de isolados bacterianos no tratamento de solo 
visando o controle de Meloidogyne incognita em figueira cv. Roxo de Valinhos 
 
3.2.7.1 Tratamento do solo 
 
Vasos contendo 2,8kg de solo naturalmente infestado por M. incognita, 
Helicotylenchus sp. e nematoides de vida livre, conforme níveis populacionais 
informados no item 3.2.6.2, receberam 100mL de suspensão bacteriana OD=0,5. 
Como testemunha, vasos contendo solo naturalmente infestado, autoclavado ou 
não, receberam 100mL de solução salina (0,85% NaCl). Após, os vasos foram 
vedados com sacos plásticos e mantidos em temperatura ambiente por 48 h, tempo 
que proporcionou maiores índices de mortalidade no teste in vitro (Capitulo 1, item 
2.3).   
 
3.2.7.2 Transplante das mudas 
 
Após o tratamento do solo, cada vaso recebeu uma muda de figueira cv 
Roxo de Valinhos com aproximadamente cinco meses de idade (Fig. 9). 
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Figura 9 - Mudas de figueira antes do transplante para solo infestado com 
Meloidogyne incognita. 
 
3.2.8 Avaliações  
 
3.2.8.1 Influencia dos isolados bacterianos na redução de danos em figueiras 
parasitadas pelo nematoide das galhas  
 
3.2.8.1.1 Avaliação da parte aérea 
 
Coleta do material:  
Decorridos quatro meses após o transplante das mudas de figueira para 
vasos, as folhas da planta foram coletadas para determinação da área foliar; número 
de folhas; teor de clorofila A, B e total; peso seco e teor de compostos fenólicos. 
Ao fim do experimento, cinco meses após o transplante das mudas para os 
vasos, amostras de casca do caule das figueiras foram cuidadosamente retiradas 
com um bisturi e transferidas para sacos plásticos em recipientes com gelo para 
determinação da concentração das enzimas peroxidase e polifenol-oxidase. A 
seguir, o material foi levado ao laboratório de Fitopatologia da Embrapa Clima 
Temperado, onde foi pesado para obtenção de amostras de 0,2g, as quais foram 
acondicionadas em microtubos e congeladas em freezer a -20oC. 
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Determinação da área foliar, do numero e massa seca das folhas: 
Determinou-se o número de folhas presentes por planta; e a seguir, estimou-
se a área foliar (cm2) de cada repetição em medidor (LI-COR, modelo LI-3100). A 
seguir, as folhas foram secas em estufa a 35ºC até atingirem peso constante. Após 
secagem, a massa seca total das folhas por planta foi determinada em balança de 
precisão. 
 
Determinação dos níveis de clorofila A, B e total: 
As análises para avaliação dos índices de clorofila A, B e total foram 
realizadas no terceiro par de folhas das plantas utilizando-se o medidor ClorofiLog® 
(Falker Automação Agrícola Ltda, Porto Alegre-RS).   
 
Determinação de compostos fenólicos extraíveis em água: 
Amostras de folhas secas de cada repetição foram trituradas em moinho de 
facas e pesadas para a extração dos compostos fenólicos, no Laboratório de 
Fisiologia Vegetal da Embrapa Clima Temperado, segundo metodologia de Swain, 
Hillis (1959), utilizando água como extrator. A calibração foi realizada por 
espectroscopia segundo método de Folin e Ciocalteau (1927), utilizando o ácido 
tânico como padrão. 
 
Determinação da atividade enzimática de peroxidase e polifenoloxidase: 
As análises de enzimas foram realizadas segundo a metodologia descrita 
por Campos e Silveira (2003). As amostras de casca de figueira congeladas foram 
maceradas com 1 g de polivinilpirrolidona-10 em cadinho gelado utilizando um 
pistilo. A seguir, o macerado foi homogeneizado com 6 mL de tampão fosfato 0,05 M 
(pH7,0). O material obtido foi transferido para tubos de ensaio e centrifugado a 
4000g por 20 minutos a 3ºC. O sobrenadante obtido, composto pelo extrato 
enzímico de casca de figueira, foi transferido para tubos limpos e mantido em gelo 
para posterior determinação da atividade das enzimas peroxidase e 
polifenoloxidase. 
Para determinação da peroxidase (CAMPOS; SILVEIRA, 2003), as amostras 
foram preparadas em tubos contendo 2,5mL de tampão fosfato-citrato, pH5,0, 
contendo solução de fosfato de sódio dibásico 0,2M e ácido cítrico 0,1M; 1,5mL de 
extrato enzímico; e 0,25mL de guaicol a 0,5%. O material foi homogeneizado em 
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agitador de tubos por 15 seg., e, a seguir, foram transferidos 0,25 mL de peróxido de 
hidrogênio 3% para cada tubo que foi novamente misturado em agitador de tubos 
por 15 seg. Todo material utilizado foi previamente resfriado e mantido em banho de 
gelo durante todas as operações. Como solução em branco, amostras foram 
preparadas sem extrato enzímico, com 1,5 mL de água destilada e os demais 
reagentes. As amostras preparadas e homogeneizadas foram colocadas em banho 
Maria a 30ºC por 15 minutos e a seguir, foram transferidas para banho de gelo, 
receberam 0,25 mL de solução de beta bissulfito de sódio 2% e foram misturadas 
em agitador de tubos por 15 segundos. Após repouso de 10 minutos a temperatura 
ambiente, foi realizada á leitura das amostras em espectrofotômetro no comprimento 
de onda de 450 nm. Os resultados obtidos foram expressos em unidade enzimática 
(UE), definida como a quantidade de enzima que causa um aumento de 0,001 
unidade por minuto de absorbância. 
Para determinação da polifenoloxidase (CAMPOS; SILVEIRA, 2003) as 
amostras foram preparadas em tubos contendo 3,6mL de tampão fosfato 0,05 M, 
pH6; 1 mL de extrato enzímico e 0,1 mL de catecol 0,1M. Todo material utilizado foi 
previamente resfriado e mantido em banho de gelo durante todas as operações. 
Como solução em branco, amostras foram preparadas sem extrato enzímico, com 1 
mL de água destilada e os demais reagentes. Após homogeneizar as amostras em 
agitador de tubos por quinze segundos, o material foi submetido a banho Maria por 
30 minutos a 30ºC. Em seguida, o material foi colocado em banho de gelo e cada 
tubo recebeu 0,2 mL de ácido perclórico 1,4%, foi agitado em agitador de tubos e 
mantido em repouso em temperatura ambiente por 10 minutos. A seguir, as 
amostras foram lidas em espectrofotômetro no comprimento de onda de 395 nm, os 
resultados obtidos foram expressos em unidade enzimática (UE), definida como a 
quantidade de enzima que causa um aumento de 0,001 unidade por minuto de 
absorbância. 
 
3.2.8.1.2 Avaliação das raízes 
 
Ao final do experimento, cinco meses após o transplante das mudas de 
figueira para vasos, as plantas foram cuidadosamente retiradas e imediatamente 
levadas para laboratório separou-se o sistema radicular da parte aérea. As raízes 
foram então lavadas em água corrente, ligeiramente enxugadas em papel toalha, 
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pesadas para determinação da massa fresca, fotografadas e avaliadas quanto ao 
numero de galhas presentes. No intervalo dos procedimentos descritos, as amostras 
foram armazenadas em sacos plásticos sob refrigeração a 3-6ºC.  
 
3.2.8.2 Influencia dos tratamentos bacterianos na nematofauna do solo 
 
Ao fim do experimento as plantas foram retiradas dos vasos e solo foi 
homogeneizado, a seguir, alíquotas de 250cm3 de solo foram coletadas e 
processadas para extração dos nematoides (JENKINS, 1964). A seguir, as amostras 
foram observadas ao microscópio para determinar os gêneros fitoparasitas e de vida 
livre presentes através das características morfológicas utilizando-se a chave de Mai 
(1996). 
 
3.2.8.3 Influência dos tratamentos bacterianos na reprodução de Meloidogyne 
incognita em figueira 'Roxo de Valinhos' 
 
Para determinar o número de ovos por planta e o fator de reprodução de M. 
incognita, as raízes foram processadas em liquidificador com solução de hipoclorito 
de sódio a 0,1% (HUSSEY; BARKER, 1973). A partir de cada suspensão, foi 
determinado o número total de ovos presentes por planta e calculado o fator de 
reprodução de M. incognita planta (número final de ovos+J2 no solo/ número inicial 
de ovos e J2) (OOSTENBRINK, 1966). 
 
3.2.8.4 Análises estatísticas 
 
Os valores relacionados ao número de galhas ( 1x ), numero de ovos, J2, 
população final e fator de reprodução dos nematoides, massa fresca da raiz, massa 
fresca da parte aérea, área foliar, número de folhas, atividade enzimática da 
peroxidase e polifenoloxidase, teor de compostos fenólicos, obtidos em cada ensaio, 
foram primeiramente submetidos a ANOVA, sendo as médias comparadas pelo teste 
de Duncan a 5% de probabilidade utilizando-se o programa SAS. (SAS System 9.0, 
SAS Institute, Cary, NC-USA). 
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Adicionalmente, as variáveis massa fresca da raiz, massa fresca das folhas, 
área foliar, atividade da peroxidase e polifenoloxidase e teor de fenois obtidas em 
cada ensaio, foram correlacionadas com os respectivos valores de fator de 
reprodução de M. incognita de cada tratamento utilizando-se o mesmo programa, 
sendo considerados significativos, os valores de R com 0,01>P<0,05.  
Os valores relacionados às populações finais e fatores de reprodução dos 
nematoides de vida livre e de outros fitonematoides na análise de solo foram 
expressos em médias dos tratamentos no primeiro ensaio (item 3.2.5); enquanto no 
segundo ensaio (item 3.2.6.) foram primeiramente submetidos à ANOVA, e, a seguir, 
comparadas ás médias dos tratamentos pelo teste de Duncan a 5% pelo programa 
SAS. 
 
3.3 Resultados e discussão 
 
3.3.1 Microbiolização de mudas de figueira cv Roxo de Valinhos com isolados 
bacterianos para controle de M. incognita 
 
Quanto ao efeito antagônico das bactérias utilizadas para microbiolização de 
mudas de figueira, observou-se que sete isolados suprimiram a reprodução de M. 
incognita em relação à testemunha mantida em solo naturalmente infestado 
(P<0,05). No entanto, a microbiolização das figueiras com os isolados F25, F78 e 
F76 resultou nos menores valores de FR suprimindo em 49, 46 e 39% a repodução 
do nematoide, respectivamente, (Tab. 6). 
De forma geral, todas as plantas de figueira submetidas aos diferentes 
tratamentos, em solo infestado com M. incognita, apresentaram elevado número de 
galhas e sistema radicular drasticamente reduzido com até 17% da massa 
encontrada naquelas plantas desenvolvidas na ausência do nematoide (Tab. 6).  
Também, foi possível observar que os danos decorrentes da alta infestação 
pelo nematoide das galhas refletiram negativamente na parte aérea das figueiras, 
onde a massa seca das folhas, a área foliar e o teor de clorofila manifestaram 
redução significativa para os diferentes parâmetros (P<0,05) comparando-se as 
testemunha inoculada e não inoculada (Tab. 6). 
Observou-se que de uma forma geral, houve maior exportação de nutrientes 
do solo para as raízes e parte aérea daquelas plantas não parasitadas pelo 
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nematoide; no entanto, alguns isolados favoreceram maior translocação de 
macronutrientes como P para o desenvolvimento das plantas, assim, menores 
valores de „P‟ no solo, foram encontrados nos tratamentos com F08, F75, F76 e F78. 
Já para o macronutriente „K,‟ houve pouca absorção pelas plantas mantidas em solo 
infestado, independentemente do tratamento bacteriano quando comparadas 
àquelas plantas mantidas em vaso com inoculo e sem microbiolização (Tab. 7). 
Em relação aos micronutrientes, as diferenças foram muito pequenas entre os 
tratamentos cujo solo não foi autoclavado. Porém, pode-se destacar menores 
concentrações de „Cu‟ quando as figueiras foram microbiolizadas principalmente 
com os isolados F71,F75, F76, FB27, FB62 e FB68. Com relação ao „S‟, maior 
concentração no solo, foi observada nos tratamentos com todas as bactérias 
isoladas de folhelhos betuminoso, Fato interessante, visto que, o enxofre elementar 
é um co- produto produzido na extração de óleo de rochas de folhelhos 
betuminosos, ambiente de onde as bactérias foram isoladas. A concentração de „S‟ 
também foi maior que a testemunha nos isolados de figueira F64, F71 e F75 (Tab.  
7). 
 
. 
Tabela 6 - Efeito do tratamento de mudas de figueira com rizobactérias sobre parâmetros relacionados ao desenvolvimento das 
plantas e reprodução de Meloidogyne incognita.  
Trat. FR 
% controle 
NG** MFR NF MSF AF CA CB CT 
PO PFO FA 
(UE.min
-1
.mg
-1
 de tecido) (g/100g) 
F08 21,94 abcd 20,62
ns
 80,00 ef* 9,81 de 5,66 ab 1,20 bcd 257,06 bcdef 14,38 abcde 3,36 abc 17,74 bcde 0,104 d 0,175 d 2,38 bcdef 
F25 14,15 f 48,80
1
 77,83 ef 5,94 f 4,83 abc 1,05 bcde 212,73 efg 15,30 abcd 3,66 abc 18,97 ab 0,120 cd 0,199 cd 2,30 cdef 
F64 24,46 abc 11,50
ns
 98,50 de 14,72 b 5,16 abc 1,24 bcd 280,84 bcd 14,78 abcde 3,66 abc 18,45 abc 0,137 bcd 0,235 bc 2,52 abcdef 
F71 21,28 bcd 23,01
ns
 111,16 cde 9,86 de 5,66 ab 1,04 bcd 223,99 defg 14,02 bcd 3,25 bc 17,27 bcde 0,159 abc 0,281 a 2,27 def 
F75 26,10 ab 5,57
ns
 128,50 cd 10,65 cde 4,83 abc 0,75 e 307,56 b 15,50 abc 3,66 abc 19,17 ab 0,140 bcd 0,228 bc 2,18 f 
F76 16,78 def 39,29
1
 118,67 cd 10,69 cde 4,33 bc 0,97 cde 204,44 fg 15,80 ab 3,77 ab 19,57 ab 0,171 abc 0,166 d 2,38 bcdef 
F78 14,90 ef 46,09
1
 213,60 a 13,29 bc 5,33 ab 0,75 e 283,88 bcd 16,71 a 4,12 a 20,84 a 0,199 a 0,265 ab 2,20 ef 
FB27 22,09 abcd 20,07
ns
 152,50 bc 10,63 cde 6,00 ab 1,36 b 288,21 bc 14,46 abcde 3,40 abc 17,86 bcde 0,153 abcd 0,168 d 2,52 abcdef 
FB34 20,53 bcd 25,72
1
 182,00 ab 9,43 de 4,50 abc 0,95 de 190,03 g 14,79 abcde 3,56 abc 18,46 abc 0,161 abc 0,170 d 2,65 abcd 
FB39 22,59 abc 18,35
ns
 140,50 bc 11,24 cd 3,66 c 1,00 cde 237,15 cdefg 12,36 e 2,86 c 15,22 e 0,167 abc 0,181 d 2,80 ab 
FB59 19,71 cde 28,69
1
 109,00 cde 7,665 ef 5,00 abc 1,00 cde 230,69 cdefg 13,10 cde 3,03 bc 16,13 cde 0,152 abcd 0,195 cd 2,60 abcde 
FB60 22,17 abcd 19,79
ns
 57,00 f 6,276 f 5,16 abc 1,21 bcd 284,73 bcd 12,66 e 2,91 c 15,56 de 0,127 cd 0,200 cd 2,83 a 
FB62 24,68 abc 10,70
ns
 124,00 cd 10,17 de 5,16 abc 1,17 bcd 270,96 bcde 13,94 bcde 3,27 bc 17,21 bcde 0,117 cd 0,235 bc 2,68 abcd 
FB68 25,94 ab 6,15
ns
 122,67 cd 9,96 de 6,16 a 1,315 bc 270,93 bcde 14,71 abcde 3,47 abc 18,19 abcde 0,183 ab 0,201 cd 2,49 abcdef 
TSA*** 0,00 g - 0,00 f 35,36 a 5,83 ab 2,38 a 466,99 a 16,69 a 4,09 a 20,78 a 0,104 d 0,287 a 2,36 cdef 
TSI**** 27,64 a - 141,80bc 11,74 cd 5,83 ab 1,24 bcd 271,76 bcde 12,86 de 3,04 bc 15,89 cde 0,167 abc 0,200 cd 2,70 abc 
CV% 21,28  13,70 20,01 23,24 21,30 16,78 12,98 17,03 11,55 27,00 15,38 12,54 
NG: número de galhas, FR: fator de reprodução de M. incognita, MFR: Massa fresca da raiz, NF: número de folhas, MSF: massa seca das folhas, AF: área 
foliar, CA: clorofila A, BC: clorofila B, CT: clorofila total, PO: peroxidase, PFO: polifenoloxidase, FA: Fenóis extraíveis em água, ns- não significativo; 1- 
signtificativo a 5%. 
 
*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade; **Valores originais transformados em 1x ; 
***TSA: testemunha em solo autoclavado; 
****TSI testemunha em solo naturalmente infestado tratado com solução salina. 
Tabela 7 - Efeito dos tratamentos bacterianos sobre características do solo. 
Trat. 
pH H2O P (mg/L) K (mg/L) M.O. (%) Al (cmolc/L) Ca (cmolc/L) Mg (cmolc/L) 
Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após 
F08 4,3 4,7 403,9 174,3 240 152,0 1,8 2,0 1,0 0,4 2,47 3,11 0,52 1,03 
F25 4,3 4,8 403,9 192,5 240 160,0 1,8 2,1 1,0 0,3 2,47 4,17 0,52 1,37 
F64 4,3 4,7 403,9 192,5 240 164,0 1,8 2,2 1,0 0,5 2,47 2,83 0,52 1,06 
F71 4,3 4,7 403,9 203,6 240 172,0 1,8 2,2 1,0 0,5 2,47 2,92 0,52 1,14 
F75 4,3 4,6 403,9 182,8 240 188,0 1,8 2,0 1,0 0,6 2,47 2,95 0,52 1,14 
F76 4,3 5,0 403,9 192,5 240 148,0 1,8 2,2 1,0 0,5 2,47 2,84 0,52 1,00 
F78 4,3 4,8 403,9 174,3 240 168,0 1,8 2,3 1,0 0,4 2,47 3,85 0,52 1,21 
FB27 4,3 4,8 403,9 203,6 240 180,0 1,8 2,1 1,0 0,5 2,47 3,03 0,52 1,20 
FB34 4,3 4,8 403,9 203,6 240 180,0 1,8 2,3 1,0 0,5 2,47 3,14 0,52 1,16 
FB39 4,3 4,7 403,9 203,6 240 200,0 1,8 2,2 1,0 0,6 2,47 2,87 0,52 1,11 
FB59 4,3 4,7 403,9 192,5 240 188,0 1,8 2,4 1,0 0,7 2,47 3,12 0,52 1,16 
FB60 4,3 4,8 403,9 192,5 240 176,0 1,8 2,2 1,0 0,6 2,47 2,85 0,52 1,05 
FB62 4,3 4,6 403,9 192,5 240 192,0 1,8 2,3 1,0 0,5 2,47 2,85 0,52 1,16 
FB68 4,3 4,7 403,9 192,5 240 204,0 1,8 2,5 1,0 0,6 2,47 3,11 0,52 1,23 
TSA* 4,7 4,7 481,9 153,5 312 96,0 2,0 2,1 0,4 0,6 3,13 3,47 0,88 1,09 
TSI** 4,3 4,7 403,9 203,6 240 164,0 1,8 2,2 1,0 0,5 2,47 3,48 0,52 1,09 
 
 
 
 
 
continuação Tab.. 7. 
Teor de micronutrientes 
Trat. 
Zn (mg/L) Cu (mg/L) S (mg/L) B (mg/L) Mn (mg/L) 
Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após 
F08 3,9 4,48 22,6 20,23 9,0 16,0 0,4 0,3 31,6 36,3 
F25 3,9 4,79 22,6 19,23 9,0 18,0 0,4 0,1 31,6 41,4 
F64 3,9 4,14 22,6 15,93 9,0 25,0 0,4 0,3 31,6 40,9 
F71 3,9 4,30 22,6 16,13 9,0 24,0 0,4 0,3 31,6 43,1 
F75 3,9 4,67 22,6 17,46 9,0 22,0 0,4 0,4 31,6 44,4 
F76 3,9 4,21 22,6 16,19 9,0 19,0 0,4 0,3 31,6 45,2 
F78 3,9 4,75 22,6 22,11 9,0 17,0 0,4 0,4 31,6 41,9 
FB27 3,9 4,49 22,6 16,68 9,0 22,0 0,4 0,3 31,6 45,1 
FB34 3,9 4,93 22,6 18,41 9,0 23,0 0,4 0,4 31,6 43,3 
FB39 3,9 4,96 22,6 24,38 9,0 22,0 0,4 0,3 31,6 44,2 
FB59 3,9 5,14 22,6 19,27 9,0 24,0 0,4 0,4 31,6 44,3 
FB60 3,9 4,49 22,6 19,44 9,0 22,0 0,4 0,3 31,6 41,0 
FB62 3,9 4,85 22,6 17,57 9,0 26,0 0,4 0,2 31,6 42,7 
FB68 3,9 4,76 22,6 17,02 9,0 24,0 0,4 0,3 31,6 45,0 
TSA* 4,8 4,95 21,4 20,82 40,0 18,0 0,4 0,8 88,8 78,9 
TSI** 3,9 4,83 22,6 23,97 9,0 18,0 0,4 0,1 31,6 41,5 
    TSA* Testemunha em solo autoclavado 
TSI** Testemunha em solo naturalmente infestado                           
 
 
 
 68 
Embora a inibição da reprodução do nematoide, a redução do número de 
galhas e aumento da massa fresca de raiz tenham sido pequenas nas plantas 
microbiolizadas comparativamente a testemunha com nematoides e sem tratamento 
bacteriano, observa-se que o teor de clorofila nas plantas tratadas com o isolado 
F78 foi semelhante as testemunhas desenvolvidas em solo autoclavado e superior à 
testumunha inoculada não microbiolozada (Tab. 6). 
As plantas microbiolizadas com o isolado F78 também apresentaram maior 
atividade da peroxidase, diferindo de todos demais tratamentos (Tab. 6). Em relação 
a atividade da polifenoloxidase, no tratamento das figueiras com F78, observou-se 
valores próximos a testemunha em solo autoclavado, porém o tratamento F71 foi 
aquele, que resultou em maior atividade da dessa enzima, não diferindo da 
testemunha não noculada e mantida em solo autoclavado (P<0,05) (Tab. 6). 
Observou-se correlação negativa (P<0,05) entre fator de reprodução de M. 
incognita com a massa fresca da raiz e com os teores de clorofila (A, B e total) 
apenas no tratamento cujas plantas foram inoculadas e não microbiolizadas (Tab. 8). 
Além disso, verificou-se correlação negativa significativa no tratamento F78, entre 
fator de reprodução do nematóide e os fatores massa foliar e concentração de fenóis 
(Tab. 8).  
Em contrapartida, nas plantas microbiolizadas com F76, verificou-se 
correlação positiva entre fator de reprodução e área foliar, assim como teor de 
clorofila (A, B e total) (Tab. 8).  
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Tabela 8 - Coeficiente de correlação entre fator de reprodução de M. incognita e 
número de galhas, Massa fresca da raiz, número de folhas, massa seca das folhas, 
área foliar, clorofila A, clorofila B, clorofila total, peroxidase e polifenoloxidase. 
Trat. 
 Coeficientes de correlação  
 MFR MSF AF         CA CB CT PO PFO FA 
F08 
FR 
0.60
ns 
0.34
ns 
-0.07
ns 
-0.47
ns 
-0.50
ns 
-0.47
ns
 -0.48
ns 
-0.12
ns 
0,02
ns
 
F25 0.53
ns 
0.43
ns 
0.11
ns 
0.05
ns 
0.08
ns 
0.11
ns 
-0.10
ns 
0.29
ns 
0.22
ns 
F64 0.67
ns 
0.27
ns 
0.49
ns 
0.46
ns 
0.46
ns 
0.26
ns
 0.26
ns 
-0.28
ns 
0.39
ns
 
F71 -0.24
ns 
-0.17
ns 
0.49
s 
-0.36
ns 
-0.30
ns 
0.35
ns 
0.42
ns 
0.12
ns 
-0.54
ns 
F75 0.70
ns 
0.37
ns
 -0.14
ns 
-0.33
ns 
-0.34
ns 
-0.34
ns
 -0.65
ns
 -0.35
ns 
-0,34
 ns
 
F76 0.18
ns
 0.02
 ns
 0.81* -0.90** -0.88* -0.90** 0.42
ns
 0.17
ns
 0.54
 ns
 
F78 -0.44
ns 
-0.94* -0.47
ns 
0.60
ns 
0.61
ns 
0.86* -0.65
ns 
-0.46
ns 
-0,86* 
FB27 0.60
ns 
0.48
ns
 0.53
ns 
-0.11
ns 
-0.13
ns 
-0.11
ns
 0.51
ns 
0.44
ns 
0,32
ns
 
FB34 0.33
ns
 0.86* 0.81* -0.03
 ns 
-0.32
ns
 -0.16
ns
 -0.19
ns 
0.75* 0.39
ns 
FB39 0.63
 ns
 0.31
ns 
0.49
ns 
-0.53
ns 
-0.53
ns 
-0.53
ns
 -0.41
ns 
-0.18
ns 
0.73
ns
 
FB59 0,59
 ns
 0.78*
 
-0.04
ns
 0.44
ns 
0.39
ns 
0.43
ns 
-0.80* -0.33
ns 
0,63
ns 
FB60 0.45
ns 
0.22
ns 
0.19
ns 
-0.25
 ns
 -0.26
 ns
 -0.26
ns
 0.87* -0.23
 ns
 -0,48
 ns
 
FB62 0.25
ns 
0.76* 0.09
ns 
0.81* 0.78* 0.80* 0.35
ns 
-0.02
ns 
-0,10
 ns
 
FB68 0.56
ns 
-0.39
ns 
-0.67
ns 
0.83* 0.84* 0.83* 0.07
ns 
0.70* -0,30
 ns
 
TSI**** -0.79* 0.21
ns 
0.35
ns 
-0.79* -0.90* -0.82* 0.20
ns 
-0.55
ns 
-0,32
ns
 
MFR: Massa fresca da raiz, , MSF: massa seca das folhas, AF: área foliar, CA: clorofila A, BC: 
clorofila B, CT: clorofila total, PO: peroxidase, PFO: polifenoloxidase, FA: Fenóis extraíveis em água. 
TSI***; ns- não significativo; *P<0,05; **P<0,001. 
 
Além dos aspectos já descritos, os danos pelo nematoide das galhas são 
facilmente observados comparando o aspecto visual das raízes das plantas 
infestadas e não infestadas (Fig. 10) 
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Figura 10 - Aspecto das raízes de figueira nos diferentes tratamentos bacterianos e 
detalhe das galhas ocasionadas por Meloidogyne incognita em figueira. 
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Observou-se também, que o tratamento de plantas de figueira com bactérias 
interfiriu na nematofauna do solo. De modo geral, constatou-se uma níveis 
populacionais de Helicotylenchus sp. em todos tratamentos, além disso, alguns 
isolados tiveram efeito negativo, reduzindo populações não alvo (nematoides de vida 
livre) e estimulando nematoides fitopatogênicos do gênero Helicotylenchus (Fig. 11). 
 
 
 
 
Figura 11 - Populações de nematoides encontradas em solo de figueira submetida a 
diferentes tratamentos bacterianos. 
 
Entre estes, o tratamento das figueiras com os isolados F71 e FB62 
promoveu aumento do fator de reprodução de Helicotylenchus spp. 
comparativamente a testemunha em solo infestado. O isolado F71 também 
estimulou também o aumento das populações de nematoides de vida livre, enquanto 
F08, F76, F78, FB39, FB59, FB60, FB62 e FB68 tiveram efeito negativo sobre esse 
grupo de nematoides benéficos (Fig. 11) interferindo negativamente sobre a 
reprodução dos nematoides de vida livre (Fig. 12). 
F08   F25   F64   F71   F75   F76   F78 FB27 FB34 FB39 FB59 FB60 FB62 FB68   T        TI 
Tratamentos bacterianos 
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Figura 12 - Fator de reprodução de nematoides encontradas em solo de figueira 
submetida a diferentes tratamentos bacterianos. 
 
3.3.2 Potencial de isolados bacterianos no tratamento de solo visando o 
controle de Meloidogyne incognita em figueira cv Roxo de Valinhos 
 
Avaliando-se o efeito biocontrolador dos isolados bacterianos F78 e F75, 
verificou-se que apesar de não haver diferença quanto ao número de galhas entre 
os tratamentos e a testemunha não microbiolizada, ocorreu redução de 20 a 43% da 
reprodução de M. incognita naquelas figueiras cujo solo foi tratado com esses 
biocontroladores (P<0,05).   
De forma geral, as plantas desenvolvidas em solo infestado, apresentaram 
menor volume e peso de raízes, e sintomas reflexos na parte aérea, incluindo folhas 
amarelecidas com redução no teor de clorofila A, B e Total, bem como, redução da 
área foliar, massa foliar e no número de folhas (Fig. 9; Tab. 13). Os impactos da 
infestação de M. incognita sobre as plantas são visíveis, principalmente nas raízes 
da planta, caracterizando a agressividade dessa praga em figueira. No entanto, 
houve um pequeno incremento da massa seca das folhas nos tratamentos 
bacterianos comparativamente a testemunha inoculada (Tab. 9). 
F08   F25   F64   F71   F75   F76   F78 FB27 FB34 FB39 FB59 FB60 FB62 FB68   T        TI 
Tabela 9 - Efeito do tratamento do solo com rizobactérias sobre o desenvolvimento de plantas de figueira e reprodução do 
nematoide das galhas (NG: número de galhas, FR: fator de reprodução de M. incognita, MFR: Massa fresca da raiz, NF: número 
de folhas, MSF: massa seca das folhas, AF: área foliar, CA: clorofila A, BC: clorofila B, CT: clorofila total, PO: enzima peroxidase, 
PFO: enzima polifenoloxidase; FA: Fenóis extraíveis em água). 
Trat. 
 
FR 
 
Controle 
(%) 
NG** 
MFR  
(g) 
AF  
(cm) 
NF 
MSF  
(g) 
CA CB CT 
PO          PFO FA 
(UE.min
-1
.mg
-1
 de tecido)   (g/100g) 
F75 10,24b* 20,44
1
 181,33a 12,70b 146,42b 4,16b 1,26b 11,52c 2,64c 14,15c 0,12b 0,22b 3,01a 
F78 7,32c 43,11
1
 269,8a 16,28b 138,73b 4,83b 1,27b 14,75b 3,47b 18,22b 0,15a 0,23b 2,82a 
TSA*** 0,00d 100,00 0,00b 35,19a 466,99a 7,16a 2,38a 16,69a 4,09a 20,78a 0,10b 0,29a 2,36b 
TSI**** 12,88ª 0,00 217,5a 12,55b 139,68b 4,16b 0,63c 13,98b 6,58b 14,15c 0,12b 0,19b 2,34b 
CV(%) 8,63 - 25,62 19,00 35,57 26,14 22,87 8,78 10,84 9,37 27,17 14,20 9,44 
*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade; 1- significativo a 5%. 
 
**Valores originais transformados em 1x ; 
***TSA: testemunha em solo autoclavado; 
****TSI testemunha em solo naturalmente infestado tratado com solução salina. 
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Figura 13 - Aspecto visual das raízes de figueira nos diferentes tratamentos: solo 
autoclavado não tratado; solo natural mente infestado com fitonematoides; e: F78 e 
F75 - raízes provenientes de solo tratado com bactérias. 
 
Além disso, também foi observado que o tratamento do solo com os 
isolados F75 e F78, favoreceu a multiplicação de Helicotylenchus spp. (Tab. 9) 
diferindo dos resultados encontrados quando as mudas de figueira foram apenas 
microbiolizadas com essas mesmas bactérias (Fig. 13). 
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Tabela 10 - Efeito do tratamento do solo com rizobactérias sobre a nematofauna do 
solo. 
Tratamento 
M. incognita 
Helicotylenchus 
sp. 
Nematoides 
vida-livre 
Pop. final FR Pop.final FR Pop. final FR 
F75 91430,19 b 10,23 b 8418,66 b 2,56 b 1424,76 c 0,41 c 
F78 65379,55 c 7,32 c 11243,55 a 3,43 a 2240,00 b 0,64 b 
TSI*** 114999,1 a 12,88 a 5550,22 c 1,68 c 3341,33 a 0,97 a 
TSA** 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,00 d 36,92 d 0,00 d 
CV% 8,63* 8,63* 15,78* 16,34* 21,29* 21,52* 
*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de 
probabilidade; **TSA: testemunha em solo autoclavado;***TSI testemunha em solo naturalmente 
infestado tratado com solução salina. 
 
Em relação ao efeito dos tratamentos do solo, sobre os nematoides de vida 
livre, ambos os isolados afetaram negativamente a reprodução desses organismos 
comparativamente a testemunha, conforme valores de população final e de FR 
apresentados na Tabela 10. 
Quanto às características químicas do solo cultivado com figueira (Tab. 13), 
maior concentração de Al, Ca, Mg, B e Mg foram observadas no solo autoclavado, 
cinco meses após os o plantio das mudas; no entanto, macronutrientes como K e P 
e os micronutrientes Cu, Zn, B e Al apresentaram redução nesse mesmo tratamento.  
Embora os isolados F75 e F78 não tenham proporcionado aumento do peso 
de raízes em relação à testemunha inoculada e não microbiolizada, maiores níveis 
de K foram verificados no solo desses tratamentos, o que pode ter contribuído para 
um maior peso de folhas das figueiras. No entanto, para o isolado F78, observou-se 
correlação positiva altamente significativa entre o FR do nematoide e a massa fresca 
de raiz (Tab. 11). 
Os índices de clorofila (a, b e total) foram significativamente inferiores em 
plantas parasitadas por M. incognita quando comparadas às plantas desenvolvidas 
em solo autoclavado (Tab. 9). Contudo, a redução foi menor em plantas 
desenvolvidas em solo previamente tratado com o isolado F78 comparativamente à 
testemunha infectada com o nematoide e não tratada. Da mesma forma, as figueiras 
provenientes desse mesmo tratamento apresentaram maior atividade enzimática de 
peroxidase (Tab. 9), sendo os valores observados, correlacionados positivamente 
com os dados de FR do nematoide no mesmo tratamento; fato esse observado para 
as figueiras submetidas ao tratamento do solo com o isolado F75, cujo fator de 
reprodução de M. incognita também correlacionou-se negativamente com os 
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respectivos níveis de peroxidase (Tab. 11). Além disso, maiores níveis de compostos 
fenólicos, foram encontrados nas plantas provenientes do tratamento do solo com 
F78 e também com F75, muito embora não tenha sido observado correlação entre 
fator de reprodução do nematóide e compostos fenólicos (Tab. 9, Tab. 11). 
 
Tabela 11 - Coeficiente de correlação entre fator de reprodução de M. incognita e 
massa fresca da raiz (MFR), massa seca das folhas (MSF), área foliar (AF), clorofila 
(CA), clorofila B (CB), clorofila total (CT), peroxidase (PO) e polifenoloxidase (PFO). 
. Trat. 
Coeficientes de correlação (R)  
MFR MSF AF         CA CB CT PO PFO FA 
F75 0.34
ns 
-0.36
ns 
-0.46
ns 
0,12
 ns
 0,12
 ns
 0,12
 ns
 -0.72*
 
0.14
 ns
 -0.01
 ns
 
F78 -0.97** 0.34
ns 
-0.76*
 
-0.41
 ns
 0.17
 ns
 -0.19
 ns
 0.76*
 
-0.29
ns 
0.70
 ns
 
TSI**** -0.47
ns 
0.42
ns 
0.53
ns 
0.07
 ns
 0.01
 ns
 0.03
 ns
 -0.43
ns 
0.31
 ns
 -0.69
 ns
 
MFR: Massa fresca da raiz, , MSF: massa seca das folhas, AF: área foliar, CA: clorofila A, BC: 
clorofila B, CT: clorofila total, PO: peroxidase, PFO: polifenoloxidase, FA: Fenóis extraíveis em água; 
TSI***; ns- não significativo; *P<0,05; **P<0,001 
  
Tabela 13 - Influencia dos tratamentos nas características do solo. 
Trat. 
P (mg/L) K (mg/L) M.O. (%) Al (cmolc/L) Ca (cmolc/L) Mg (cmolc/L) 
Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após 
F75 403,9 253,8 240 220,0 1,8 2,3 1,0 1,2 2,47 2,88 0,52 0,79 
F78 403,9 233,0 240 216,0 1,8 2,3 1,0 1,1 2,47 2,76 0,52 0,75 
TSA* 481,9 153,5 312 96,0 2,0 2,1 0,4 0,6 3,13 3,47 0,88 1,09 
TSI** 403,9 253,8 240 188,0 1,8 2,2 1,0 1,2 2,47 2,71 0,52 0,69 
 
 
 
Trat. 
Zn (mg/L) Cu (mg/L) S (mg/L) B (mg/L)                         Mn (mg/L) 
Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após Antes Após 
F75 3,9 5,37 22,6 30,57 1,8 2,3 1,0 1,2 2,47 2,88 
F78 3,9 5,75 22,6 28,30 1,8 2,3 1,0 1,1 2,47 2,76 
TSA* 3,9 4,95 22,6 20,82 2,0 2,1 0,4 0,6 3,13 3,47 
TSI** 3,9 5,16 22,6 27,64 1,8 2,2 1,0 1,2 2,47 2,71 
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Analisando os resultados apresentados, de forma geral, todos os tratamentos 
em solo infestado por M. incognita apresentaram elevado número de galhas e 
plantas com sistema radicular bastante debilitado. Os dados encontrados nesse 
estudo corroboram referências anteriores (CARNEIRO; MAZZAFERA; FERRAZ, 
1999), demonstrando o potencial de danos de M. incognita para a figueira e 
ressaltando a importância do controle desse fitopatógeno no desenvolvimento da 
cultura. 
Percebe-se que o parasitismo por M. incognita altera aspectos fisiológicos 
da planta como a atividade da enzima polifenoloxidase (Tab. 6, Tab. 9) e a 
concentração de fenois (Tab. 9) envolvidas no processo de resistência a patógenos 
(CAMPOS; SILVEIRA, 2003).  
Em relação à atividade de peroxidase, é observado um aumento desta na 
presença do parasita, no primeiro experimento (Tab. 6), que pode ser explicado pelo 
envolvimento dessas enzimas na defesa de plantas a patógenos, visto que, 
peroxidases são componentes da resposta inicial da defesa de plantas contra o 
ataque de patógenos (TUZUN, 2001). Em contrapartida, no segundo experimento, 
observa-se a redução da concentração de fenóis nas testemunhas em solo infestado 
(Tab. 9). Essa redução pode estar relacionada ao aumento da peroxidase e da 
polifenoloxidase, que atuam catalizando a oxidação dos fenóis (CAMPOS; 
SILVEIRA, 2003) como constatado nas plantas microbiolizadas com o isolado F78, 
no primeiro experimento, que apresentaram maior atividade de peroxidase e menor 
concentração de fenóis em relação aos demais tratamentos (Tab. 6).  
No segundo experimento, ambos isolados utilizados no tratamento do solo 
proporcionaram um aumento na concentração de fenóis nas plantas (Tab. 9). Esses  
compostos são um extenso grupo de substâncias que possuem um anel aromático 
contendo pelo menos uma hidroxila, frequentemente solúveis em água que são 
reconheceidos por suas propriedades fungitóxicas, antibacterianas e antiviróticas 
(STANGARLIN et al., 2011) e podem podem estar envolvidos em mecanismos 
bioquímicos e estruturais de resistência a doenças por plantas (NICHOLSON, 1995) 
Além disso, alguns compostos fenólicos possuem efeito nematicida 
(STADLER; DAGNE; ANKE, 1994; KANAGY, KAYA, 1996; VOUYOUKALOU; 
STEFANOUDAKI, 1998). 
Ainda em relação ao parasitismo de M. incognita, observou-se que as 
alterações ocasionadas nas raízes refletem diretamente na parte aérea, resultando 
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na redução do teor de clorofila e comprometimento das suas funções vitais. A massa 
das folhas, área foliar e teor de clorofila diferem significativamente (P<0,05) entre as 
testemunha inoculada e não inoculada (Tab. 6, Tab. 9).  
Entre as alterações radiculares ocasionadas por M. incognita observou-se 
redução significativa na capacidade de absorção de nutrientes, ao comparar 
figueiras plantadas em solo infestado e em solo autoclavado. Dessa forma, verificou-
se que macroelementos importantes para o desenvolvimento das plantas como K e 
P, foram utilizados de forma mais intensa pelas plantas não infestadas, resultando 
em maior peso de raiz e parte aérea e menores níveis desses nutrientes no solo ao 
fim do experimento, enquanto tratamentos onde havia M. incognita apresentaram 
níveis mais elevados de K e P ao final do experimento (Tab. 7, Tab. 13). 
Os elevados níveis de Fósforo, constatados no solo empregado nos dois 
experimentos, sugerem a realização de adubações frequentes no pomar de onde o 
solo foi extraído provavelmente utilizadas pelo produtor para tentar compensar a alta 
infestação do nematoide na área. Segundo Medeiros (2002) as práticas culturais 
como a adubação, são muito utilizadas pelos produtores e podem contribuir para o 
manejo do nematóide reduzindo a severidade da doença, porém, o custo dessas 
técnicas é alto e muitas vezes incompatível com os lucros do produtor. 
Além disso, segundo Carneiro e colaboradores (1999) a alta atividade 
metabólica das células gigantes durante a alimentação de Meloidogyne sp. provoca 
a mobilização dos fotoassimilados da parte aérea para a raiz, contribuindo para 
menor desenvolvimento das plantas, principalmente na fase de reprodução do 
nematoide quando as fêmeas demandam maiores quantidades de nutrientes para 
formação dos ovos. Esse fenômeno foi estudado por Dorhout et al. (1993) que 
acompanharam o processo de translocação do floema e acúmulo de fotoassimilados 
nas células gigantes, aplicando corante fluorescente nas folhas de tomateiro, 
concluindo que M. incognita atua como um dreno metabólico.  
Outra consequência do parasitismo pelo nematóide das galhas, verificada 
nas figueiras plantadas em solo infestado, foi à redução significativa do teor de 
clorofila, com exceção das mudas tratadas pelo isolado F78, constatou-se que todos 
os tratamentos apresentaram índices de clorofila inferiores as testemunhas em solo 
autoclavado (Tab. 6, Tab. 9). 
De forma semelhante, diversos estudos relacionam o parasitismo de 
Meloidogyne spp. à redução da atividade fotossintética (MELAKEBERHAN et al., 
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1986; ASMUS; FERRAZ, 2001). Bird (1974) considerou que esse decréscimo 
fotossintético pode estar relacionado a diminuição na absorção de gás carbônico, 
pois os danos radiculares e a conseqüente redução na absorção de água pelas 
raízes, fazem com que a planta responda tentando evitar perdas de água, 
ocasionando o fechamento parcial dos estômatos e reduzindo as trocas gasosas. 
Porém outros fatores são sugeridos, como: redução do teor de clorofila (NAGESH & 
DHAWAN, 1988), mudanças na condutância estomática (SAEED et al., 1997.), 
limitações fotoquímicas (SCHANS & ARNTZEN, 1991), desequilíbrio de nutrientes 
(WALLACE, 1974) e a interferência sobre a síntese e a translocação de fatores 
reguladores fotossíntese produzidos nas raízes (LOVEYS & BIRD, 1973). 
Muitos autores relacionam as alterações fisiológicas causadas por M. 
incognita aos níveis populacionais deste fitopararasita (ABRAO; MAZZAFERA, 
2001), nesse sentido, a análise de correlação entre fator de reprodução e demais 
aspectos avaliados, foi negativa para massa fresca da raiz em vários tratamentos, 
contudo essa correlação foi significativa (P<0,05) nas testemunhas não tratadas com 
bactérias e em solo naturalmente infestado. Também observou-se correlação 
negativa (P<0,05) entre fator de reprodução de M. incognita os teores de clorofila (A, 
B e total) apenas no tratamento cujas plantas foram inoculadas e não 
microbiolizadas (Tab. 8).  
Em contrapartida, nas plantas microbiolizadas com F76, verificou-se 
correlação positiva entre fator de reprodução e área foliar, assim como teor de 
clorofila (A, B e total) (Tab. 8). 
Quanto ao controle de M. incognita em figueira, embora nenhum dos 
isolados tenha proporcionado inibição maior que 50% da reprodução do nematoide, 
em geral, todos os tratamentos apresentaram valores do fator de reprodução do 
nematóide inferiores a testemunha sem tratamento bacteriano, nos dois 
experimentos. Assim, maiores níveis de controle foram obtidos com a 
microbiolizaçãom das figueiras com as bactérias F25 (não identificada), F78 
(Streptomyces sp.) e F76 (Streptomyces sp.) cuja redução do fator de reprodução 
(P<0,05) variou entre 49 e 39% (Tab. 6).  
Em trabalho semelhante, utilizando rizobactérias de diferentes fontes, 
Santos et al. (2006) observaram reduções em até 80 % do fator de reprodução de M. 
incognita pela microbiolização de figueiras com rizobacterias, nesse estudo os 
autores realizaram reaplicação das rizobactérias na véspera da infestação com o 
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nematóide e solo autoclavado, o que pode ter contribuído para obtenção de níveis 
mais altos de controle. 
Resultados semelhantes aos constatados no tratamento de mudas de 
figueira com o isolado F78, foram obtidos no segundo experimento, onde o 
tratamento F78 reduziu em 43% a reprodução de M. incognita, quando aplicado no 
solo, em relação à testemunha em solo infestado (Tab. 9).  
Contudo, em ambos os experimentos, a redução do fator de reprodução na 
maioria dos tratamentos não refletiu de forma significativa na redução de danos à 
planta, avaliada nos quesitos: massa fresca de raiz, massa fresca das folhas e 
número de galhas (Tab. 6, Tab. 9).  
Apesar da maioria dos tratamentos bacterianos não proporcionar uma 
redução significativa no número de galhas, a redução no fator de reprodução de M. 
incognita, constatada em todos os tratamentos bacterianos (Tab. 6; Tab. 9), indica 
que as bactérias selecionadas interferem no ciclo de vida do nematoide, resultando 
em menor número de ovos por raiz, menor número de juvenis no solo, menor 
população final e fator de reprodução de M. incognita final em relação às 
testemunhas em solo infestado pelo respectivo nematóide. 
Nesse sentido, Abraão e Mazzfera (2001) ressaltam a importância de 
realizar experimentos utilizando-se vários níveis populacionais de M. incognita. 
Segundo os autores, na maioria dos trabalhos utilizam-se níveis de inoculo muito 
elevados os quais podem prejudicar a avaliação de aspectos fisiológicos 
relacionados a resistência de plantas a doença e levar à subestimação do sucesso 
do controle do patógeno. Um exemplo, citado pelos mesmos autores é o estudo de 
resistência de plantas de canola a M. incognita e M. javanica , onde as plantas que 
receberam 12.500 ovos dessas espécies, apresentaram índice de galhas igual ao de 
plantas que receberam 2.500 ovos (FERRAZ e ROSSI, 1999). Dessa forma, as 
observações de Abraão e Mazzfera (2001), citadas anteriormente, sobre a utilização 
de níveis altos de inóculo, justificam a ausência de correlação significativa entre 
vários aspectos estudados e o fator de reprodução de M. incognita e reforçam a 
importância novos estudos avaliando os biocontroladores aqui testados em vários 
níveis populacionais do nematóide. 
Apesar da necessidade de novos estudos para avaliar o potencial dos 
biocontroladores testados, foi possível perceber, através dos resultados aqui 
apresentados, que o isolado F78 foi o mais promissor, pois, além de reduzir a 
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reprodução de M. incognita quando utilizado para o tratamento de mudas, também 
controlou o patógeno quando aplicado no tratamento do solo.  
Além disso, F78 interferiu também na atividade da peroxidase, diferindo de 
todos demais tratamentos e apresentou, também, atividade da polifenoloxidase 
próxima a testemunha em solo autoclavado, o que pode contribuir para a indução de 
resistência (CONRATH et al., 2002), fato esse que corrobora diversos relatos de 
indução de resistência a fitopatógenos por Streptomyces sp. (MACAGNANI et al.. 
2008; TARKKA et al., 2008; LEHR et al., 2008; CONN et al., 2008). Esses resultados 
são importantes, pois as peroxidases estão envolvidas na modificação estrutural das 
paredes celulares, contribuindo para o aumento da rigidez que está relacionado ao 
incremento da resistência química e mecânica desta, enquanto a polifenoloxidase 
provavelmente interfere no processo de resistência através da oxidação de 
compostos fenólicos a quinonas, substâncias altamente tóxicas aos micro-
organismos (CAMPOS, SILVEIRA, 2003). 
Outra observação importante, diz respeito ao método empregado para 
aplicação dos biocontroladores. Comparando-se os resultados obtidos pelo isolado 
F78, quando foi utilizado no tratamento de mudas ou tratamento de solo, observa-se 
que o seu emprego no tratamento de mudas foi mais eficiente do que a aplicação do 
biocontrolador no tratamento do solo, considerando aspectos como fator de 
reprodução do nematoide, número de galhas e teor de clorofila nas plantas (Tab. 6, 
Tab. 9).  
Organismos do gênero Streptomyces, como o isolado F78, são 
quantitativamente e qualitativamente importantes na rizosfera das espécies vegetais, 
pois são capazes de influenciar o crescimento de plantas e proteger as raízes de 
patógenos (TARKKA; HAMPP, 2008). A supressão de doenças por estreptomicetos 
pode estar relacionada a vários mecanismos como produção de compostos 
antimicrobianos, nematicidas e de enzimas (WELLER et al., 2002). Esses 
mecanismos foram observados no capítulo 1, onde índices de mortalidade acima de 
95% foram observados em juvenis de segundo estágio de M. incognita tratados com 
streptomicetos. 
Existem muitos relatos sobre o potencial de estreptomicetos no manejo de 
fitonematoides, inclusive para de M. incognita (SOUSA et al., 2006; YOON et al., 
2012; RUANPANUN, 2011). Streptomyces spp. são considerados os actinomicetos 
mais promissores no controle de fitonematoides, principalmente devido a produção 
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de metabólitos nematicidas (DICKLOW et al., 1993; MISHRA et al., 1987; SAMAC; 
KINDEL 2001; SUN et al., 2006). Muitos dos compostos produzidos estão sendo 
pesquisados para desenvolvimento de produtos comerciais, como a abamectina, um 
membro do grupo de avermectina obtido a partir dos produtos de fermentação de 
Streptomyces avermitilis, que pode ser utilizado no tratamento de sementes e do 
solo para controle de nematóides (El-NAGDI e YOUSSEF, 2004) e é registrado no 
Brasil para controle de Ditylenchus dipsasci  em alho (AGROFIT, 2013) e a 
fervenulina para controle de M. incognita (RUANPANUN et al., 2011) 
Além disso, Streptomycetos produzem inúmeras substância atuam também 
contra outros patógenos como fungos (CHUNG et al., 2005; LIU et al., 2004; 
PRABAVATHY et al., 2006; YU et al., 2008) e bactérias fitopatogênicos (El-
Shanshoury 1994; Liu et ai. 1995; Ndonde e Semu 2000). E são relatados como 
facilitadores de simbiose (FREY et al., 2007), abrindo caminho para formulações 
combinadas, utilizando outros micro-organismos promotores de crescimento.  
Porém, segundo Tarkka et al. (2008), apesar dessa vantagem, alguns 
metabólicos produzidos por estreptomicetos podem estar envolvidos também na 
estimulação de organismos fitopatogênicos, esses pesquisadores estão trabalhando 
na identificação desses compostos e dos genes envolvidos nesses processos para 
selecionar biocontroladores, levando em consideração as complexas interações que 
podem ocorrer no solo.  
Analogamente, observou-se, o efeito dos tratamentos com rizobactérias 
estimulando o aumento das populações de Helicotylenchus spp., entre estes, F71 e 
FB62, aplicados no tratamento de mudas, e dos actinomicetos F75 e F78 quando 
aplicados no tratamento do solo. Helicotylenchus spp. é um nematoide ectoparasita, 
considerado de menor importância para figueira, contudo, quando presente em 
elevadas populações e combinado a outros fitonematoides pode causar danos 
consideráveis em diversas frutíferas (SOUZA et al., 1999; RIBEIRO et al., 2009; 
DIAZ-SILVEIRA; HERRERA, 1998). 
Outro aspecto importante é o impacto dos tratamentos bacterianos sobre 
populações não alvo, nesse sentido, é desejável que os biocontroladores não 
possuam efeito adverso sobre organismos benéficos, porém, o isolado F78 assim 
como os isolados F08, F76, FB39, FB59, FB60, FB62 e FB68 reduziram as 
populações de nematoides de vida livre. Esses organismos possuem um papel 
importante na dinâmica de populações e ciclagem de nutrientes no solo. Além disso, 
 84 
ocupam nichos importantes como bacteriófagos e micófagos, liberando nutrientes 
mineralizados pelos decompositores (WHITFORD et al., 1982; MIKOLA, 1998). 
Adicionalmente, regulam a população de decompositores, pois ao se alimentar de 
fungos e bactérias, mantêm os decompositores na fase de crescimento exponencial 
(ANDERSON et al., 1891). 
Contudo, observou-se que o efeito do isolado F75 sobre nematóides de vida 
livre diferiu entre os dois métodos de aplicação, pois quando a bactéria foi utilizada 
para microbiolização das mudas obteve-se um efeito positivo sobre os nematóides 
de vida livre, por outro lado, quando foi utilizada no tratamento do solo, o efeito 
sobre nematóides de vida livre foi negativo (Fig.12, Tab.10), indicando que o método 
de aplicação do agente de controle biológico pode contribuir para minimizar efeitos 
indesejáveis sobre a nematofauna do solo. 
Como descrito anteriormente, de acordo com os resultados obtidos nesse 
estudo, o isolado F78 (Streptomyces sp.) foi o mais promissor em relação ao 
biocontrole de M. incognita. Entretanto, o efeito supressor desse isolado sobre o 
nematoide, no solo, não correspondeu às expectativas geradas pelos percentuais de 
inibição da eclosão e efeito nematicida verificado nos testes in vitro.  
A disparidade entre resultados in vitro e in vivo é frequentemente relatada 
em trabalhos com agentes de controle biológico, contudo, diversos trabalhos 
envolvendo estreptomicetos demonstram que é possível otimizar a eficiência dos 
agentes de controle biológico estimulando a produção de compostos bioativos por 
meio de formulações ou condições de cultivo adequadas (GAO et al., 2009).  
A produção de compostos envolvidos no biocontrole por actinomicetos é 
regulada por vários fatores físico-químicos como disponibilidade de nutrientes, teor 
de oxigênio e temperatura (CUNDLIFFE, 2006). Dessa forma é importante avaliar a 
influência das condições de cultivo sobre a produção de metabólicos tóxicos aos 
nematóides e estudar a utilização de formulações que possam proporcionar maior 
eficiência de biocontrole. 
Nesse sentido, a investigação do perfil metabólico das bactérias e das 
condições que interferem no biocontrole e produção de compostos bioativos, são 
importantes para propor alternativas que possam viabilizar a utilização destes 
agentes. 
Muitas pesquisas têm avaliado também a utilização de consórcios 
microbianos e combinações de isolados como estratégia para melhorar a eficiência 
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do controle biológico. Em trabalho de Corrêa et al. (2012) avaliando o efeito de 
combinações de três isolados bacterianos sobre reprodução de M. incognita e a 
produção de feijão, os autores constataram a importância dessas combinações 
piramidando diferentes mecanismos de atuação para proporcionar maiores níveis de 
controle biológico da M. incognita e crescimento vegetal. 
Outras pesquisas apontam também, o potencial de resíduos agrícolas como 
condicionadores do solo e inibidores de M. incognita em figueiras (FORMENTINI, 
2009; SANTOS, 2010). A incorporação de resíduos orgânicos como manejo do solo 
é importante, pois melhora a estrutura e a fertilidade do solo, além de apresentar 
potencial para o controle de fitonematóides (AKHTAR; MALIK, 2000), pois a 
decomposição da matéria orgânica incorporada ao solo favorece a proliferação de 
inimigos naturais dos nematóides, tais quais os fungos, bactérias, e nematóides 
predadores (CULBREATH et al., 1986; HALLMANN et al., 1999). 
Assim a combinação de isolados e a compatibilidade dos isolados com 
outras técnicas de manejo, como a incorporação de matéria orgânica, deve ser 
avaliada em ensaios futuros com os agentes de controle biológico selecionados 
nesse trabalho. Além disso, é importante também avaliar a utilização combinada de 
bactérias e porta enxertos de figueira tolerantes ou resistentes ao nematoide das 
galhas, visto que o uso de agentes para o controle biológico dos fitonematoides é 
apenas uma das etapas do manejo integrado das doenças, e, o controle de M. 
incognita é ponto chave para a cultura da figueira. 
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3.4 Conclusões 
 
a) O parasitismo de M. incognita em F. carica cv Roxo de Valinhos interfere 
negativamente em funções vitais da planta associadas ao seu 
desenvolvimento; 
b) Existem isolados bacterianos capazes de controlar Meloidogyne 
incognita em figueira tanto quando aplicados no tratamento de mudas 
(microbiolização) como quando aplicados no tratamento do solo 
(biofumigação); 
c) A técnica empregada para administração do biocontrolador interfere na 
sua eficiência; 
d) Isolados selecionados para controle de M. incognita interferem na 
nematofauna do solo podendo estimular ou inibir outros nematoides 
habitantes do solo. 
 
 
  
 
 
 
 
 
CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
A partir dos resultados obtidos nesse trabalho foi possível observar que 
existem ribactérias com potencial para controle biológico de M. incognita em figueira; 
no entanto, para as condições na qual esse estudo foi desenvolvido, há pequena 
relação entre efeito biocontrolador dos antagonistas e parâmetros relacionados ao 
desenvolvimento das plantas. 
Considerando que a utilização de inóculo de Meloidogyne sp. muito alto pode 
substimar os resultados do controle, em relação aos parâmetros de desnvolvimento 
das plantas (ABRAO; MAZZAFERA, 2001), novos trabalhos são necessários para 
avaliar a eficiência dos biocontroladores sob diferentes níveis populacionais de M. 
incognita na cultura da figueira. 
É importante avaliar o efeito dos tratamentos em longo prazo, em plantas em 
diferentes estádios de desenvolvimento, visto que a figueira é uma planta perene e 
neste trabalho foram avaliadas somente mudas jovens. 
Além disso, a hipótese de que as bactérias testadas podem apresentar efeitos 
negativos a figueira deve ser avaliada, visto que alguns gêneros de bactérias 
utilizados nesse trabalho são relatados como deletérios.  
Apesar das dificuldades encontradas na pesquisa de agentes de controle 
biológico, como a necessidade de estudos para compreensão dos mecanismos 
envolvidos no biocontrole e avaliação dos impactos ambientais envolvidos na 
utilização dos agentes biológicos é importante salientar que esse mercado tem 
crescido no Brasil e apresenta perspectivas de expansão (BETTIOL, 2011).  
Outro fator a ser considerado, na perspectiva do manejo integrado de pragas, 
é que o controle de fitonematoides envolve diferentes medidas, assim, a utilização 
de biocontroladores não deve ser uma alternativa isolada, mas deve ser estudada na 
 88 
perspectiva de integração a outros métodos como a incorporação de matéria 
orgânica no solo e a utilização de porta-enxertos resistentes e ou tolerantes. 
 Além disso, para o patosistema avaliado nesse trabalho, não existem 
alternativas de manejo economicamente viáveis no Brasil, assim, as reduções 
observadas no fator de reprodução de M. incognita, apesar de alcançarem no 
máximo 49%, podem, em conjunto com outras técnicas de manejo, representar uma 
alternativa viável ao produtor. 
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